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2n nervio óptico  
3V tercer ventrículo 
AAD área amiloigdea anterior, parte dorsal 
AAV área amiloigdea anterior, parte ventral 
Ac comisura anterior 
Acb concha del núcleo acumbens 
AcbC            cuore del núcleo acumbens  
AcbSh concha del núcleo acumbens 
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ArcMP núcleo arcuato hipotalámico parte       
lateroposterior 
ATg núcleo tegmental anterior 
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BSTMPI núcleo de la estría terminal división medial, 
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BSTMPL núcleo de la estría terminal división 
medial, parte posterolateral 
BSTMV núcleo de la estría terminal división 
medial, parte ventral 
CA1 campo CA1 del hipocampo 
CA2 campo CA2 del hipocampo 
CA3 campo CA3 del hipocampo 
cc               cuerpo calloso 
CeM núcleo amiloigde central, división 
medial 
CeC núcleo amiloigde central, parte 
capsular 
cg               cingulum 
Cg1 área 1 del córtex cingular 
Cg2 área 2 del córtex cingular 
ChAT colina acetiltransferasa 
CL núcleo talámico centrolateral 
CLi núcleo cudal linear del rafe 
CM núcleo talámico central medial 
CPu caudado putamen(estriado) 
ctg tracto tegmental central 
cp pedunculo cerebral, parte basal 
DA área dorsal hipotalamica 
DEn núcleo endopiriforme dorsal 
DG giro dentado  
DHC núcleo de la comisura hipocampal 
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DLG núcleo genicular lateral dorsal 
DLPAG núcleo dorsolateral periacuduectal gris 
DMD núcleo hipotalámico dorsomedial, 
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DMPAG núcleo dorsomedial periacuduectal 
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DT núcleo terminal dorsal del tracto 
óptico accesorio 
dtg haz tegmental dorsal 
DTr zona de transición dorsal 
DTT tenia tecta dorsal 
f fórnix 
fi fimbria hipocampica 
FG Fluorogold 
fr fascículo retroflexo 
GAD acido glutamico descarbixilasa 
HDB septum medial horizontal  
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IAD núcleo talámico interanterodorsal 
IAM núcleo talámico interanteromedial 
ic capsula interna 
ICj isla de Calleja 
ICjM insula de Calleja magna 
IG induseum griseum 
IL córtex infralimbico 
IMD núcleo talámico intermediodorsal 
IMLF núcleo intersticial del fascículo longitudinal 
intermedio 
IP núcleos interpedunculares 
IPC núcleo interpeduncular, subnucleo caudal 
IPDL núcleo interpeduncular, subnucleodorsolateral 
IPDM núcleo interpeduncular, subnucleodorsomedial 
IPL núcleo interpeduncular, subnucleolateral 
IPR núcleo interpeduncular, subnucleorostral 
LA núcleo hipotalámico lateroanterior 
LDDM núcleo talámico laterodorsal, parte dorsomedial 
LDVL núcleo talámico laterodorsal, parte 
ventrolateral 
LEnt área lateral entorrinal 
LGP globo pálido lateral 
LH núcleo lateral hipotalamico 
LHb núcleo de la habénula lateral 
LHbL núcleo de la habénula lateral, parte lateral 
LHbM núcleo de la habénula lateral, parte medial 
LM núcleo mamilar lateral 
LOT núcleo del tracto olfatorio lateral 
LPAG núcleo periacuduectal gris lateral 
LPLR núcleo talámico posterior lateral, parte 
laterorostral 
LPMR núcleo talámico posterior lateral, parte 
mediorostral 
LPO área lateral preoptica 
LSc-d caudal dorsal, septum lateral  
LSc-v caudal ventral lateral septum 
LSD núcleo septal lateral, parte dorsal 
LSI núcleo septal lateral, parte intermedia 
LSS banda lateral del estriado 
LSr-dl septum lateral, rostral, division rostral  
LSr-m septum lateral, rostral, division medial  
LSr-vl septum lateral, rostral, division ventrolateral  
LT núcleo terminal lateral del tracto óptico 
accesorio 
LSV septum lateral, ventral 
LV ventrículo lateral 
M1 córtex motor primario 
mfb medial forebrain bundle 
MCPC núcleo magnocelular de la comisura anterior 
MCPO núcleo preóptico magnocelular 
MD núcleo talámico mediodorsal 
MDC núcleo talámico mediodorsal, parte central 
MDL núcleo talámico mediodorsal, parte lateral 
MDM núcleo talámico mediodorsal, parte medial 
MEAD núcleo amiloigde medial, parte anterodorsal 
MEE emimencia medi capa externa 
mfbb medial forebrain bundle, componente b 
MGD núcleo geniculado medial, parte dorsal 
MGP globo pálido medial 
MGV núcleo geniculado medial, parte ventral 
MHb nucelo habenular medial 
ML                núcleo mamilar medial, parte lateral 
ml lemnisco medial 
MM núcleo mamilar medial, parte medial 
MnPO núcleo preóptico mediano 
MnR núcleo del rafe mediano 
MO córtex orbital medial 
mp pedunculo mamilar 
MPA área medial preóptica  
MPO núcleo preóptico medial 
MPOL núcleo preóptico medial, parte lateral 
MPT núcleo pretectal medial 
mR miniruby 
MS núcleo septal medial 
mtg tracto mamilotegmental 
NI núcleo incertus 
NIc núcleo incertus pars compacta 
NId núcleo incertus pars dissipata 
oc quiasma óptico 
opt tracto optico 
OPC núcleo talámico paracentral oval 
PaAP núcleo hipotalámico paraventricular, parte 
parvicelular anterior 
PAG sustancia periacuduectal gris 
PaR núcleo pararubral 
PaV núcleo hipotalámico paraventricular, parte 
ventral 
pc comisura posterior 
PDP núcleo preóptico posterodorsal 
PDTg n. posterodorsal tegmental 
Pe n. periventricular hipotalámico 
PF núcleo talámico parafascicular 
PH núcleo posterior hipotalámico 
PIL núcleo talámico intralaminar posterior 
Pir córtex piriforme 
PMnR núcleo paramediano del rafe 
PMV núcleo premamilar parte ventral 
PnC  núcleo reticular pontino, parte caudal 
PnO núcleo reticular pontino, parte oral 
Po grupo nuclear talámico posterior 
PoMn núcleo talámico posteromedial 
PP núcleo peripeduncular 
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PrL córtex prelimbico 
PT núcleo talámico paratenial 
PV parvalbumina 
PVA núcleo talámico paraventricular, parte anterior 
PVP núcleo talámico paraventricular parte posterior 
RCh área retroquiasmática 
Rh núcleo talámico romboide 
RLN3 relaxin-3 
RMC núcleo rojo, parte magnocelular 
RMg núcleo del rafe magno 
RPC núcleo rojo parte parvocelular 
RRF campo retrorubral 
RSA córtex agranular retrosplenial 
RSGb córtex agranular retrosplenial b 
Rt núcleo talámico reticular 
S subiculum 
SCh núcleo supraquiasmatico 
scp pedunculo cerebelar superior 
SFi núcleo septofimbrial 
SHi núcleo septohipocampal  
SFO órgano subfornical 
SG núcleo talámico suprageniculado 
SI sustancia innominata 
SIB part basal substancia innominata  
SID sustancia innominata parte dorsal 
sm estría medular 
SNCD sustancia nigra parte compacta, nivel dorsal 
SNCV sustancia nigra parte compacta, nivel ventral 
SNM sustancia nicgra parte medial 
SNR sustancia nigra 
SO núcleo supraoptico 
sox decusacion supraoptica 
st estría terminal 
SuML núcleo supramamilar, parte lateral 
SuMM núcleo supramamilar, parte medial 
Syn synaptofisina 
TC área tuber cinerum 
Te núcleo hipotalámico terete 
TS núcleo triangular septal   
Tu tubérculo olfativo 
VA núcleo talámico anterior ventral 
VDB núcleo vertical de la banda diagonal 
VEn núcleo endopiriforme ventral 
VLH núcleo hipotalámico ventrolateral 
VLPAG núcleo ventrolateral periacuduectal gris 
VM núcleo talámico ventromedial 
VMHC núcleo talámico ventromedial, parte  central 
VMHVL núcleo talámico ventromedial, parte  
ventrolateral 
VMPO núcleo preóptico ventromedial 
vMS banda vertical, septum medial 
VO córtex orbital ventral 
VP núcleo ventral palido 
VPL núcleo talámico lateral posteroventral 
VPM núcleo talámico posteromedial ventral 
VPPC núcleo talámico posterior ventral, parte 
parvocelular 
VTA área tegmental ventral 
VTT tecta tenia ventral 
Xi núcleo talámico sifoide 
ZI zona incerta 
ZID zona incerta, parte dorsal 
ZIV zona incerta, parte ventral 
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En un organismo animal, tanto la información procedente del entorno como la 
que proviene del medio interno ha de ser procesada, interpretada y almacenada 
mediante conexiones entre las distintas áreas del sistema nervioso central. 
Alteraciones en el procesamiento de esta información a través de las redes 
neuronales, pueden conducir a un mal funcionamiento de los mecanismos por los 
cuales el sistema nervioso ejerce su función.  
De la información que fluye según el esquema sensación-procesamiento-
acción, parte se almacena como “memoria” y puede ser utilizada posteriormente en 
condiciones similares. La evaluación del valor vital de esa información proporciona un 
significado emocional a la misma. En mamíferos, el significado emocional depende 
fundamentalmente de la amígdala cerebral, mientras que los procesos básicos del 
aprendizaje y memoria dependen en gran medida de la actividad óptima del 
hipocampo y el neocortex.  
La función de estos centros, así como de la corteza cerebral de la que reciben 
información depende en gran medida de la modulación que sobre ellos realizan 
núcleos subcorticales. La modulación subcortical sobre hipocampo, amígdala y 
neocortex ha sido objeto de una intensa investigación desde la aparición de los 
métodos de trazado de conexiones. La mayor parte de tratamientos sobre 
disfunciones mentales como esquizofrenia o depresión se basan en la interferencia de 
los mecanismos que modulan la actividad de regiones corticales, amigdalinas o 
hipocámpicas. Sin embargo, los tratamientos actuales distan de ser óptimos y 
presentan numerosos efectos secundarios. El conocimiento detallado de estos 
mecanismos de modulación subcortical es vital en el diseño de nuevas estrategias 
terapéuticas.  
En general, a esta modulación subcortical se la define como sistema activador 
reticular ascendente (SARA /ARAS ascending reticular activating system (ver sección 
1.3.1)). Un componente de este sistema, es el núcleo incertus (NI) del tegmentum 
pontino (figura 1.1). Este núcleo utiliza un péptido, relaxina 3 (Rln3) y GABA como 
neurotransmisores. Se ha demostrado que el NI, a través de conexiones con la región 
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septal modula el ritmo theta, una oscilación sincrónica de baja frecuencia asociada con 
procesos hipocámpicos relacionados con el aprendizaje (ver sección 1.3.2). Tan 
importante como las acciones que el NI realiza sobre el sistema septohipocámpico es 
el conocimiento de la información que el mismo recibe para poder realizar aquella 
acción. 
El presente trabajo plantea la hipótesis de que el NI integra información 
emocional procesada en centros superiores para después volcarla sobre esos mismos 
centros ajustando su propia actividad. En función de esta hipótesis se plantea el 
objetivo de establecer cuál es el flujo de información convergente sobre NI. La 
hipótesis asume que la información descendente sobre este núcleo (figura 1.1 flechas 
verdes) modulará a su vez la información ascendente hacia hipocampo, amígdala y 
neocortex (figura 1.1 Flechas rojas). 
 
  
Figura 1.1. Esquema de las proyecciones ascendentes desde el núcleo incertus (NI). Las principales 
proyecciones eferentes del NI alcanzan la habénula lateral (LHB), los núcleos supramamilares (SUM), la 




1.1.- Estructuras implicadas en el procesamiento de la memoria y las 
emociones 
Muchos de los conocimientos actuales sobre la neurociencia de sistemas derivan 
de hitos importantes en los que lesiones específicas en el sistema nervioso 
identificaron estructuras concretas necesarias para el procesamiento de la información 
emocional y social. En este sentido cabe destacar: el caso HM y el caso RB, que 
permitieron identificar al hipocampo como estructura fundamental en la generación 
de nuevas memorias; el síndrome Klüver-Bucy, que fue descrito a partir de 
experimentos de lesión de la amígdala en primates. Estos experimentos revelaron que 
esta estructura es un centro clave en el procesamiento emocional; y finalmente, el 
caso Phineas Cage que identificó al córtex prefrontal como área fundamental para la 
integración de la información emocional y social.  
1.1.1.- El hipocampo: El caso HM y RB 
En 1882 el psicólogo francés Ribot (Ribot T, 1881) describió por primera vez las 
amnesias retrógradas como la pérdida de memorias formadas anteriormente a un 
trauma. Ribot estaba limitado por el conocimiento de aquel tiempo y sus 
clasificaciones se basaban en síntomas sin base neurológica. No fue hasta los trabajos 
derivados del estudio del paciente HM en 1957 cuando se reconocieron por primera 
vez áreas específicas para funciones concretas relacionadas con el aprendizaje y la 
memoria. Este caso, además, asentó las bases para la clasificación de los distintos 
aspectos de la memoria, lo que se conoce como taxonomía de la memoria (Squire, 
2004). 
La resección bilateral quirúrgica del lóbulo medial temporal (LMT) del paciente 
HM, en un intento por paliar los síntomas de una epilepsia intratable, resultó en una 
profunda amnesia anterógrada y una amnesia retrógrada temporal circunscrita a la 
semana de la intervención, pero sin afectar a otras habilidades cognitivas, por ejemplo, 
su memoria de trabajo, memoria procedimental y aprendizaje motor se hallaban 
intactas (Scoville and Milner, 2000; Jeneson et al., 2010; Weible, 2013). 
La amnesia anterógrada de HM se manifestó como incapacidad para adquirir 
nuevos conocimientos episódicos (memoria para acontecimientos en un determinado 
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contexto espacial y temporal) y semánticos (conocimiento general, incluyendo el 
significado de palabras nuevas). 
 
En ese momento no estaba claro qué estructuras eran las responsables de 
mediar las habilidades cognitivas que se habían perdido, puesto que en la cirugía se 
implicaron de forma bilateral: el hipocampo, el giro parahipocampal y la amígdala, por 
lo que no podía definirse una separación anatómica de estas funciones cerebrales. El 
caso HM no representaba una prueba de la importancia del hipocampo en la memoria 
debido a la extensión de la lesión y la afectación de otras áreas. Sin embargo, la cirugía 
de HM proveía las primeras evidencias claras de que regiones concretas en el cerebro, 
se encontraban asociadas a aspectos concretos de la memoria. Por otra parte, el 
estudio del caso HM permitió fijar las bases de la taxonomía de la memoria (Tulving, 
1972; Tulving E, 1983; Tulving. E., 1985; Tulving, 2002). 
Un caso muy importante en la determinación del hipocampo como centro clave 
en el procesamiento de la memoria fue el caso clínico de RB. Este paciente sufrió un 
daño cerebral severo durante un episodio isquémico que resultó en graves déficits de 
Figura 1.2. Área extraída bilateralmente del lóbulo temporal medial del paciente HM (tomado de 
WILLIAM BEECHER 1957). 
23 
 
memoria. Un examen histológico post-morten reveló una lesión bilateral que se 
localizaba exclusivamente en el área CA1 del hipocampo. RB fue el primer caso que 
presentaba un déficit de memoria tras una lesión que se limitaba exclusivamente al 
hipocampo (Zola-Morgan et al., 1986). Una lesión restringida sobre CA1 inhibe la 
función hipocampal, puesto que es un paso obligado en el flujo de información que 
comienza en el giro dentado y acaba en el córtex entorrinal (Squire and Wixted, 2011). 
La importancia de las lesiones de HM y RB sobre el conocimiento de los procesos 
de memoria fueron mejor comprendidas en los años 80 gracias a modelos animales y 
al desarrollo de paradigmas experimentales para la evaluación de la memoria espacial. 
Los paradigmas de Morris demostraron que los animales eran capaces de aprender a 
encontrar un objeto que no eran capaces de ver, oír, u oler, solamente localizándolo 
en un espacio que les era familiar (Morris, 1984). 
En el procedimiento tradicional, este modelo animal se lleva a cabo en una 
piscina circular llena de agua donde se sitúa una plataforma oculta que debe ser 
localizada por el animal tomando como referencia indicaciones espaciales de la 
habitación en la que se desarrolla el procedimiento. Desde su procedimiento original, 
se han desarrollado distintas formas y versiones que evalúan fármacos referidos a la 
memoria y las estructuras y vías de señalización que participan en la generación y la 
recuperación de la memoria espacial (Schenk and Morris, 1985). Utilizando este 
paradigma se ha llegado a confirmar en modelos animales que el centro de 
procesamiento de la memoria espacial es el hipocampo (Murray and Mishkin, 1983; 
Schenk and Morris, 1985). Estos modelos siguen siendo hoy en día uno de los 
paradigmas más utilizados para evaluar la memoria espacial en modelos animales 
(Vorhees and Williams, 2014; Tomas Pereira and Burwell, 2015). 
1.1.2.- La amígdala: El síndrome de Klüver-Bucy y el miedo condicionado 
Del mismo modo en que se ha obtenido información esencial debido a diferentes 
casos clínicos, los modelos de lesiones en animales aportaron valiosa información 
sobre el papel de zonas cerebrales concretas en determinadas funciones cognitivas o 
emocionales. En uno de los primeros estudios, se lesionó el córtex temporal de monos 
Rhesus documentando como resultado déficits significativos sociales y emocionales 
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(Brown S, 1888). Este estudio fue posteriormente extendido por Klüver y Bucy que 
demostraron que lesiones extensivas en el lóbulo temporal (incluyendo la amígdala, 
formación hipocámpica y el córtex temporal) producían alteraciones en la conducta 
dando lugar a un síndrome que incluía los siguientes síntomas: tendencia a reaccionar 
de manera exagerada ante cualquier objeto (novel o familiar), hipoemocionalidad y 
pérdida del miedo, hipersexualidad, hiperoralidad (investigación de los objetos 
mediante la boca y no con las manos). En algunos casos, aunque no en todos, los 
monos mostraban una incapacidad para reconocer los objetos (agnosia visual). Klüver 
y Bucy nombraron este síndrome como síndrome de la ceguera psíquica, también 
conocido como síndrome de Klüver-Bucy (Kluver and Bucy, 1937; Kluver and Bucy, 
1997). 
Trabajos posteriores demostraron que las lesiones de la amígdala eran las 
responsables de déficits emocionales (Weiskrantz, 1956; Horel et al., 1975) y el córtex 
temporal era el responsable del déficit visual (Akert et al., 1961; Horel et al., 1975). 
Otros estudios, también en primates, confirmaron el papel de la amígdala en las 
interacciones sociales y la comunicación mediante gestos (Kling and Steklis, 1976; 
Brothers et al., 1990). 
En humanos mediante resonancia magnética funcional se confirma el valor de la 
amígdala en procesos emocionales, por su activación durante la evaluación del 
significado emocional de las caras (Adolphs et al., 2001). En este trabajo se demostró 
que la observación de caras emocionales frente a caras neutras provocaba la 
activación específica de la amígdala del lado izquierdo. 
Los resultados que se describen y un gran cuerpo de evidencias y estudios sobre 
la amígdala han conducido a algunos autores a postular a la amígdala como el principal 
centro afectado por los trastornos emocionales, como por ejemplo del espectro autista 
(Baron-Cohen et al., 2000). El papel específico de la amígdala en el procesamiento 
emocional será analizado en el apartado 3.3. 
1.1.3.- El córtex prefrontal: El caso Phineas Gage 
El papel de la corteza prefrontal en el procesamiento cognitivo se propuso a 
partir del estudio del caso de Phineas Gage en el que una barra de hierro provocó una 
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lesión limpia de la parte medial de la corteza prefrontal (Harlow 1848) tomado de 
(Harlow, 1999; Macmillan, 2000). 
“(…) the iron entered on the side of his face, shattering the upper jaw and 
passing back of the left eye, and out at the top of the head. The most singular 
circumstances connected with this melancholy affair is, that he was alive at two o’clock 
this afternoon, and in full possession of his reason, and free from pain.” (Reseña 
publicada en el Free Soil Union). 
Aplicando técnicas de análisis volumétrico sobre la calavera aun conservada de 
Phineas Gage, Damasio y colaboradores publicaron una lista de estructuras que con 
gran probabilidad habrían sido afectadas por el accidente. Entre estas estructuras 
dañadas se encontraban: la porción anterior del córtex orbitofrontal de forma 
bilateral, la corteza frontal polar y anterior medial y la porción rostral del giro cingular 
anterior, también quedaron afectadas 
la materia blanca subyacente aunque 
de forma más amplia sobre el 
hemisferio izquierdo que sobre el 
derecho (Damasio et al., 1994).  
Figura 1.3. Representación en 3D del 
paso de la barra de hierro a través del 
cerebro de Phineas Gage. 
 
. 
Gage sobrevivió a este daño 
cerebral y además no presentaba alteraciones en inteligencia, lenguaje, memoria o 
funciones motoras. Sin embargo, mostraba un conjunto de problemas emocionales y 
de comportamiento que han llegado a ser conocidos como los arquetipos del 
síndrome del lóbulo frontal. En lo referente a la descripción de estos cambios en la 
personalidad, el Dr. John M. Harlow, el médico que atendió a Gage tras el accidente 




animales parece haber sido destruido. Él es irregular, irreverente, entregándose en 
ocasiones a la blasfemia más grosera (…), manifestando muy poco respeto por sus 
compañeros, incapaz de contenerse cuando entra en conflicto con sus deseos, en 
ocasiones pertinazmente obstinado, pero caprichoso y vacilante, ideando muchos 
planes de futuro, que son abandonados antes de ser ejecutados por otros que parecen 
más factibles.” (Harlow, 1868:339-340). 
El caso de Gage está considerado como una de las primeras evidencias científicas 
que sugieren que la lesión de los lóbulos frontales puede alterar aspectos de la 
personalidad, la emoción y la interacción social. 
1.2.-Circuitos anatómicos que subyacen al aprendizaje, memoria y 
emoción 
De un modo paralelo a la investigación en la psicología y clínica de la emoción y 
la cognición, estudios anatomo-fisiológicos identificaron una serie de circuitos que 
podrían justificar los efectos de las lesiones en distintas regiones cerebrales. El 
conocimiento de las relaciones anatómicas entre estas regiones es imprescindible para 
una comprensión de cómo la interacción entre los distintos centros nerviosos 
subyacen al procesamiento cognitivo y emocional. 
1.2.1. -El circuito de Papez 
“Is emotion a magic product, or is it a physiologic process which depends on 
anatomic mechanism? […] It is proposed that the hypothalamus, the anterior thalamic 
nuclei, the gyrus cinguli, the hippocampus and their interconnections constitute a 
harmonious mechanism which may elaborate the functions of central emotion, as well 
as participate in the emotional expression” 
Así describía por primera vez James Papez en su primera publicación en 1937 
(tomado de (Papez, 1995)) el conjunto de estructuras que hasta entonces se proponían 
como implicadas en la gestión y el control de las emociones. El trabajo de Papez se 
fundamentaba en una serie de observaciones previas sobre transecciones 
hipotalámicas en gatos. Las transecciones consistían en secciones transversales a 
distintos niveles del hipotálamo que interrumpían la comunicación entre el telencéfalo 
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y el hipotálamo y entre éste y el tronco cerebral. En gatos decorticados mediante 
transecciones entre la corteza y el hipotálamo se producía un efecto conocido como 
falsa furia, que consiste en una respuesta extraordinariamente agresiva a cualquier 
estímulo y no necesariamente dirigida hacia la fuente de mismo. Estos trabajos 
condujeron a la teoría de las emociones de Cannon y Bard. De acuerdo con esta 
hipótesis la corteza cerebral tendría la función de dirigir e inhibir la respuesta de furia, 
pero el hipotálamo sería el responsable de las acciones comportamentales y viscerales 
de la respuesta emocional, es decir se propone por primera vez una separación 
autonómica entre la percepción de la emoción (corteza) y la respuesta emocional 
(hipotálamo) (Cannon, 1987). 
En estudios post-morten de pacientes con cambios de conducta similar a la falsa 
furia, Papez observó lesiones preferentemente en el girus cinguli (una circunvolución 
de la corteza cerebral justo por encima del cuerpo calloso). Papez propuso que el 
córtex cingular y el hipotálamo estarían interconectados a través de un circuito en el 
que también estarían implicados el núcleo anterior del tálamo, el hipocampo y los 
cuerpos mamilares y señaló que estas conexiones serían necesarias para el control 
cortical de la expresión emocional (tomado de (Papez, 1995)). Según la propuesta del 
circuito de Papez, la información sensorial que llega al tálamo se dirige hacia la corteza 
cerebral y al hipotálamo (cuerpos mamilares). Los cuerpos mamilares proyectan a la 
corteza, a través de los núcleos anteriores talámicos, por el tracto mamilotalámico. A 
su vez, esos núcleos anteriores talámicos proyectan al girus cinguli a través de la 
radiación talamocortical medial y éste conecta con el hipocampo que a su vez proyecta 





Según el circuito propuesto, la información que sale del hipotálamo da lugar a 
respuestas emocionales del control autonómico y la información que sale de la corteza 
da lugar a la percepción de la emoción. Así, experiencias emocionales se producirían 
cuando la corteza cingular integrara las señales recibidas desde la corteza sensorial y 
desde el hipotálamo. De este modo, se forma un circuito cerrado que se auto-alimenta 
y que eventualmente o tras la llegada de un estímulo externo apropiado, puede o bien 









1.2.2.- El sistema límbico 
La descripción inicial del circuito de Papez fue retomada por MacLean, quien 
argumentó la existencia de un conjunto de estructuras neuronales que, funcionando 
como sistema, eran de vital importancia para la gestión de las emociones. Tales 
estructuras estarían ubicadas en el límite entre el telencéfalo y el diencéfalo, de ahí 
que este sistema se acuñara con el término “sistema límbico” (MacLean, 1949; 
MACLEAN, 1952). 
Para MacLean uno de los elementos clave del sistema límbico era el hipocampo. 
Según su hipótesis, la información procedente del mundo exterior así como la del 
medio interno o visceral se integraba en el hipocampo. La integración de las 
sensaciones internas y las externas se consideraban la base de la experiencia 
emocional (MACLEAN, 1952). MacLean introdujo en el sistema límbico las regiones del 
complejo amigdalino, el septum y la corteza prefrontal. 
 
Figura 1.5 .Sección del hemisferio cerebral derecho, mostrando el hipocampo y sus conexiones con 
los cuerpos mamilares a través del fórnix. También se muestran las conexiones de los cuerpos 
mamilares con el núcleo anterior talámico y desde allí hasta el córtex del girus cinguli (tomado de A 





Posteriormente, se amplió el concepto de sistema límbico bajo la perspectiva 
evolutiva del “triune brain”. Según esta hipótesis, los sucesivos esquemas evolutivos se 
van creando como capas nuevas sobre sistemas antiguos. El cerebro ancestral o 
arquetípico es el cerebro reptiliano, compuesto por el tronco cerebral, el cerebelo y los 
ganglios basales. A este cerebro reptiliano, se añadió el cerebro de mamíferos 
inferiores, con un córtex primitivo y un sistema límbico. Finalmente, el tercer nivel 
aparece solo en mamíferos superiores y primates, en forma de neocortex. 
Figura 1.6. Esquema del sistema límbico según MacLean (1949). En su esquema del sistema límbico la 
información visceral del medio interno converge con la información sensorial en el hipocampo, donde 




Figura 1.7. Ilustración del “cerebro triuno”. En el, el tronco encefálico es común a todos los vertebrados 
y media los comportamientos básicos y la regulación fisiológica común a todos los vertebrados (tomado 
de (MacLean, 1967)). 
 
En primates, estos tres cerebros interactúan de una forma íntima. Los dos 
nuevos cerebros se encuentran superpuestos sobre el primitivo cerebro reptiliano, el 
cual lleva a cabo las funciones neurales básicas. Según este esquema, el sistema 
límbico y el tronco cerebral o cerebro reptiliano, provisto de centros autónomos, 
regularían los procesos emocionales mediante la interacción con centros “superiores” 
que a su vez regularían procesos de aprendizaje y memoria (MacLean, 1949; MacLean, 
1949). 
Si bien el concepto de sistema límbico como sustrato anatómico de las 
emociones ha sido cuestionado (LeDoux. E., 1996), está aceptada la existencia de un 
sistema de conexiones que comunica el tronco cerebral con el hipocampo y amígdala y 
entre los centros telencefálicos. 
1.2.3.- Circuitos emocionales relacionados con la amígdala; 
Condicionamiento Pavloviano. 
Las décadas de los 80 y los 90 supusieron un importante cambio en el estudio de 
los circuitos que subyacen al procesamiento de las emociones debido, 
fundamentalmente, al estudio del miedo como emoción y al estudio del 
condicionamiento pavloviano como proceso emocional básico. El miedo es el 
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mecanismo encargado de detectar el peligro y reaccionar de forma rápida y apropiada 
ante una amenaza. La detección de un peligro pone en marcha mecanismos de alarma, 
orgánicos y/o de conducta. 
El condicionamiento clásico fue descrito inicialmente por Paulov en 1927 y se 
trata de una forma simple de aprendizaje asociativo, en la que un estímulo simple y 
emocionalmente indiferente, por ejemplo, el sonido de una campana (estímulo 
condicionado, CS) es temporalmente emparejado con un estímulo con un sentido 
emocional intrínseco (estímulo no condicionado, US) en este caso, la comida. Como 
consecuencia de este emparejamiento, se establece un vínculo entre CS y US; y desde 
ese momento el CS adquiere un significado emocional como un anuncio que precede a 
un suceso. Tras el condicionamiento, el CS induce las mismas respuestas condicionadas 
que el US (incluso en ausencia de éste) (LeDoux, 2000). El condicionamiento puede ser 
con estímulos aversivos o positivos, en el caso de los perros de Pavolov los estímulos 
eran positivo (sonido/comida) y la CR era la salivación al oír el sonido (en anticipación a 
la llegada de la comida). Otro paradigma muy utilizado es el de tono-shock, el sonido 
va emparejado a un estímulo aversivo, un shock eléctrico, y la respuesta condicionada 
es la paralización o freezing, que experimentalmente se mide como el porcentaje de 
tiempo que el animal queda paralizado al oír el tono. Si el CS no va acompañado del US 
repetidas veces, el CS perderá la capacidad de inducir respuestas condicionadas, lo que 
se conoce como proceso de extinción del miedo condicionado. En realidad, la 
extinción es un nuevo aprendizaje que coexiste con el aprendizaje anterior de modo 
que, en determinadas condiciones, el miedo condicionado puede reactivarse (Hyman, 
1998; Quirk and Mueller, 2008). 
En humanos se ha podido estudiar específicamente el papel de la amígdala en los 
procesos emocionales de miedo gracias a 3 casos clínicos concretos; un caso 
presentaba una lesión bilateral de amígdala, con los dos hipocampos intactos; otro 
mostraba una lesión bilateral de hipocampo, con las amígdalas intactas; y un tercer 
caso presentaba lesión bilateral de ambas estructuras (Bechara et al., 1995).(Bechara 
et al., 1995) Estos pacientes fueron sometidos a un test de condicionamiento 
Pavloviano. En este caso el CS consistía en la presentación de láminas de colores que 
se asoció a un fuerte sonido por encima de los 100 dB (US). La respuesta condicionada 
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autonómica (no voluntaria) a este sonido aversivo se midió mediante la conductancia 
de la piel (sudoración). El paciente con lesión bilateral selectiva de la amígdala, no 
asoció los estímulos condicionado y no condicionado (no expresó las respuestas 
autonómicas a las láminas), pero si adquirió memoria respecto a los hechos 
declarativos sobre los mismos. En contraste, el paciente con lesión bilateral del 
hipocampo falló en adquirir memoria explícita pero adquirió el condicionamiento 
pavloviano, respondiendo a las láminas con un aumento de la conductancia de la piel 
en ausencia del sonido fuerte. Finalmente, el paciente con lesión bilateral de la 
amígdala y el hipocampo no adquirió memoria declarativa ni condicionamiento 
pavloviano. Estos hallazgos mostraron una clara disociación entre memoria declarativa 
y memoria implícita en relación al hipocampo y la amígdala respectivamente (Bechara 
et al., 1995). 
Los circuitos cerebrales propuestos para el miedo condicionado postulan la 
convergencia de distintos tipos de información sobre el complejo amigdalino (LeDoux, 
2000). En el caso de un estímulo acústico, la información sensorial llega al núcleo 
lateral de la amígdala por vía talámica directa desde el cuerpo geniculado medial (vía 
tálamo-amigdalina) (Doron and Ledoux, 2000) y por vía indirecta (vía tálamo-cortical-
amigdalina), a través de una cascada de proyecciones desde el cuerpo geniculado 
medial a la corteza temporal primaria, (corteza de asociación) y finalmente desde la 
corteza de asociación al núcleo amigdalino lateral (Doron and Ledoux, 1999). Esto 
convertiría al tálamo auditivo en la principal puerta de entrada de la información 
ascendente hasta el complejo amigdalino(Romanski and LeDoux, 1992). 
Estos circuitos emocionales postulan que la información correspondiente al CS y 
al US converge en una sola neurona sobre el núcleo lateral de la amígdala, donde se 
producen los cambios plásticos que median la adquisición del aprendizaje al miedo 
(Quirk et al., 1995; McKernan and Shinnick-Gallagher, 1997; Muller et al., 1997; Rogan 
et al., 1997). El flujo de información continúa desde la amígdala lateral hasta el núcleo 
central de la amígdala, de forma directa o indirecta a través del núcleo basal (Savander 
et al., 1997). La lesión o inactivación de la amígdala lateral bloquea la adquisición y 
expresión del miedo condicionado (LeDoux et al., 1990; Muller et al., 1997). Las vías de 
proyección desde núcleo central de la amígdala sobre áreas del tronco encefálico 
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controlarán las diferentes respuestas a ese miedo adquirido. Por ejemplo, las 
proyecciones hasta el hipotálamo lateral parecen mediar cambios autonómicos, 
mientras que las proyecciones a la sustancia gris periacueductal (PAG) median los 
comportamientos de inmovilidad (freezing), puesto que lesiones en PAG anulan estas 
respuestas (Amorapanth et al., 1999). 
También se ha demostrado un papel de la corteza prefrontal medial en el 
condicionamiento pavloviano. En particular, la lesión de la corteza infralímbica no 
afecta a la adquisición del miedo condicionado ni tampoco al proceso de extinción. Sin 
embargo, afecta a la memoria de extinción (Quirk et al., 2000). Estudios subsiguientes 
mostraron que la corteza prefrontal medial proyecta fundamentalmente a los grupos 
de neuronas intercalares de la amígdala, que, a su vez proyectan al núcleo central de la 
amígdala desde donde se elaboran las respuestas condicionadas (Quirk et al., 2003; 
Pare et al., 2004). De hecho, se ha demostrado que lesiones en la amígdala basolateral 
deterioran la extinción y lesiones en el hipocampo ventral alteran ambos procesos 
(Sierra-Mercado et al., 2011). Estos resultados además subrayan la importancia de la 
interconexión entre los centros que procesan la información de significado emocional.  
Este circuito emocional básico puede ser modulado por el complejo septum 
medial-banda diagonal (MS/DB) (Sparks and LeDoux, 1995) y por proyecciones 
ascendentes desde el tronco del encéfalo, locus coeruleus (Silva et al., 2002; Borelli et 
al., 2005; Bouret and Richmond, 2009; Tully and Bolshakov, 2010) y NI (Goto et al., 
2001; Olucha-Bordonau et al., 2003). Confirmando el papel de este núcleo del 
tegmento pontino en el circuito emocional, la ablación del mismo mostraba que los 
animales lesionados podían adquirir el miedo condicionado igual que los controles, 
pero tienen un retraso significativo en la adquisición de la memoria de extinción 
(Pereira et al., 2013).  
1.3.- La modulación de las funciones cognitivas y emocionales 
Es aceptado que los circuitos entre las diferentes estructuras telencefálicas 
procesan aspectos cognitivos y emocionales permitiendo el flujo de información entre 
ellas. Estos circuitos pueden ser modulados por proyecciones subcorticales en función 
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de las circunstancias (estrés, sueño, vigilia o necesidades fisiológicas como hambre o 
saciedad).  
En general, los circuitos moduladores son circuitos ascendentes, cuyo 
componente básico es el sistema activador reticular ascendente (SARA), tales circuitos 
subcorticales son más complejos de lo que inicialmente se postulaba e implican, 
además, retroalimentaciones por proyecciones descendentes cuyo estudio es el 
objetivo del presente trabajo. 
1.3.1.- El sistema activador reticular ascendente (SARA) 
El tronco cerebral presenta vías de proyección ascendentes hacia el tálamo 
(centro encargado de relevar la información del medio externo e interno) y hacia la 
corteza cerebral entre otros. Según el esquema del sistema límbico (MacLean, 1949), 
estas proyecciones del tronco ejercen una importante modulación sobre centros 
superiores teniendo gran importancia en los estados de consciencia. De hecho, 
lesiones masivas en la formación reticular en modelos animales, producen un estado 
de coma persistente (Parvizi and Damasio, 2003; Weiss et al., 2007). 
En el ser humano, el estado de vigilia implica un flujo de información hacia la 
corteza donde esta se percibe conscientemente. La transición entre el estado de vigilia 
y el sueño se describe como un proceso de reducción gradual de la estimulación (Davis 
et al., 1937) caracterizada por una desactivación talámica observable gracias a técnicas 
de neuroimagen (Maquet, 2000), así como un importante conjunto de cambios 
fisiológicos y de comportamiento. A pesar de todas estas variaciones fisiológicas el 
electroencefalograma (EEG) sigue siendo la medida más utilizada para describir las 
diferencias entre la vigilia y el sueño. 
La vigilia se caracteriza por presentar un EEG caracterizado por ondas de baja 
frecuencia (expresada en Hz) y actividad rápida (gran amplitud), así como un elevado 
tono muscular. Durante el sueño se reduce la interacción con el ambiente, aumenta el 
umbral de reacción a estímulos externos y disminuye la actividad y tono muscular. El 
sueño lento o sueño no REM (NREM) presenta un EEG con ondas de actividad lenta de 
baja frecuencia y alta amplitud así como una disminución en el tono muscular. Al 
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contrario, en el sueño REM (rapid eye movement) el EEG presenta ondas de mayor 
frecuencia así como una completa atonía muscular. 
En los primeros estudios se observó que la estimulación de la formación reticular 
del tronco cerebral producía cambios en el EEG, consistentes en la desaparición de las 
descargas sincrónicas y la aparición de ondas de baja frecuencia y actividad rápida 
(característico de un EEG representativo de la vigilia). En el trabajo original en gatos 
con transección medulo-bulbar (encéfalo aislado) se colocaron electrodos de 
estimulación en la formación reticular y electrodos de registro en corteza. La 
transección (unida a una anestesia leve) inducía un EEG de alta frecuencia y ondas 
lentas (similar al sueño lento o sueño no REM). Si en estas circunstancias se estimulaba 
eléctricamente determinados puntos de la formación reticular, el EEG cambiaba a un 
registro de baja frecuencia y actividad rápida, característico del estado de vigilia. En 
conclusión se podía afirmar que la estimulación de regiones caudales al tálamo, 
producían el tipo de EEG cortical al que más tarde se denominó como “respuesta de 
excitación”, es decir que en la formación reticulada existen centros capaces de inducir 
estado de vigilia, semejante al producido por estímulos ambientales (Moruzzi and 
Magoun, 1949). La actividad basal de este sistema puede contribuir a los estados de 
alerta, mientras que su baja actividad puede conducir a estados de somnolencia o 
incluso coma. Más tarde se comprobó que estos efectos de activación no estaban 
restringidos a la formación reticular, también al centro vestibular (Braun and Pivik, 
1983) localizado también en el tronco cerebral. 
Tras los descubrimientos de Moruzzi y Magoun se llevaron a cabo experimentos 
en los que se lesionaban áreas concretas de la formación reticular. Ya se había 
mostrado que algunas lesiones en la formación reticular causaban un estado comatoso 
en el que el animal era incapaz de responder a fuertes estímulos, altamente 
nociceptivos (Guilbaud, 1985). 
Esta perspectiva proponía que el tronco cerebral responde a los estímulos 
biológicamente significativos mediante una amplia gama de mecanismos tanto 
comportamentales como fisiológicos que en su conjunto preparan al animal para 
responder de una forma apropiada. Estos mecanismos incluyen la activación de los 
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estados de consciencia (atención selectiva, cognición); de los estados límbicos 
(relaciones afectivas, aprendizaje y memoria); de las sensaciones (orientación y dolor); 
de las funciones viscerales (sistemas de “lucha o huida”, cambios autonómicos), de las 
funciones neuroendocrinas (secreción de hormonas y activación del eje de estrés) y de 
actividad motora (tono muscular, reflejos visomotores, reflejos vestibulares, 
locomoción). 
1.3.2.-El ritmo theta hipocámpico 
Es generalmente aceptado que la principal función de SARA es la generación de 
una activación cortical que da lugar a un comportamiento activo de alerta. Datos 
anatómicos y fisiológicos confirman que las proyecciones desde el tronco encefálico 
hacia centros rostrales (córtex cerebral, tálamo, hipotálamo y centros límbicos) 
promueven su activación en procesos cognitivos y emocionales (Urbano et al., 2014). 
La distinta actividad cerebral puede observarse en un EEG como patrones 
oscilatorios de descarga. Tanto la ejecución de funciones cognitivas complejas como 
estados de sueño, requiere de la coordinación de muchas neuronas que se traducen en 
ondas rítmicas cerebrales. Según su frecuencia, estas ondas se clasifican en ondas 
delta (frecuencias inferiores a 4 Hz) características del sueño lento; ondas theta (3-12 
Hz) características del sueño REM; ondas alfa (alrededor de 10 Hz) características de 
los estados de vigilia; y ondas beta (20-30Hz) registradas durante la ejecución de 
tareas motoras. 
La actividad theta es uno de los ritmos más regulares del cerebro. Dependiendo 
de las condiciones y modelo estudiado, la frecuencia theta puede variar de 3 a 12Hz. 
Puede ser observado en el hipocampo y en otras estructuras corticales y subcorticales 
en numerosas especies de mamíferos, incluyendo roedores, conejos, gatos y 
murciélagos (Ulanovsky and Moss, 2007). El ritmo theta hipocámpico tiene 
características diferentes al theta cortical en cuanto a los mecanismos que lo inducen y 
el patrón de actividad de las neuronas individuales. El ritmo theta cortical se registra 
normalmente en humanos sobre la superficie de la cabeza que recoge la actividad de 
la corteza subyacente. En humanos se ha observado un incremento de la actividad 
theta en la corteza motora contralateral en relación directa con el movimiento (Ofori 
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et al., 2015). Del mismo modo, en rata se ha observado que la activación del núcleo 
incertus induce un incremento de la actividad cortical en theta y a la vez se produce un 
aumento de la locomoción (Ma et al., 2016). También nuestro grupo ha demostrado 
que la infusión icv de relaxina 3 induce un aumento de la actividad locomotora (Albert-
Gasco et al., 2016). 
Existe una correlación entre la actividad theta hipocámpica y comportamiento 
motor. Mientras que la actividad theta se encuentra presente durante la ejecución de 
movimientos voluntarios dirigidos a una finalidad concreta, está ausente en el 
comportamiento automático y estereotipado (inmovilidad, masticación, “grooming”, 
etc) (Vanderwolf, 1969). Así mismo, el ritmo theta hipocámpico está ampliamente 
relacionado con determinados procesos de aprendizaje y memoria (Berry and 
Thompson, 1978; Winson, 1978; Mitchell et al., 1982; Mizumori et al., 1990; Liebe et 
al., 2012) así como en la plasticidad sináptica (Staubli and Lynch, 1987; Pavlides et al., 
1988; Orr et al., 2001; Hyman et al., 2003). 
El ritmo theta también se ha relacionado con la configuración de mapas 
espaciales de las células de lugar “place cells” (Vanderwolf, 1969; Kemp and Kaada, 
1975; Bland and Oddie, 1998; Montgomery et al., 2008)(Vanderwolf, 1969; Kemp and 
Kaada, 1975; Bland and Oddie, 1998; Montgomery et al., 2008)(Hartley et al., 2013). 
Estas células hipocampales proporcionan una representación detallada de la ubicación 
y rumbo, independientemente de las señales sensoriales del individuo. Las place cells 
se engloban, junto a las células de orientación de la cabeza (“head direction cells”) 
(Taube et al., 1990), las células de límite (“boundary cells”) (Muller and Kubie, 1987) y 
las células de rejilla (“grid cells”) (Hafting et al., 2005), por ultimo también se incluyen 
las llamadas “células de espacio” que disparan bajo una configuración espacial 
determinada (O'Keefe and Dostrovsky, 1971). 
Las place cells se localizan fundamentalmente en el hipocampo y presentan tasas 
de disparo bajas cuando el animal está en un lugar específico, a este lugar dentro de 
un ambiente se le llama “campo de lugar” de la célula. Las células vecinas dispararán 
en diferentes lugares del mismo ambiente. Los campos de lugar de las palce cells solo 
dependen del ambiente, no de la dirección, ni de una particular tarea o acción 
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(O'Keefe and Dostrovsky, 1971; Hartley et al., 2000). Las head direction cells se 
localizan predominantemente en el presubiculum dorsal, el córtex entorrinal e incluso 
se pueden encontrar fuera de la formación hipocámpica, por ejemplo, en los núcleos 
talámico dorsal anterior y córtex retrosplénico. Estas células disparan específicamente 
cuando la cabeza tiene una determinada orientación con independencia del lugar. 
Distintas células tienen diferentes direcciones de preferencia y su actividad no se 
relaciona con la posición del tronco ni del movimiento. Las boundary cells se localizan 
de forma mayoritaria en córtex entorrinal medial, así como en todas las regiones de la 
formación hipocámpica. Las células de límite disparan específicamente en la 
proximidad de los límites del entorno, permitiendo una mayor afinación de la 
localización espacial por parte de las células de lugar. Las grid cells también se 
encuentran de forma mayoritaria en el córtex entorrinal medial. Al igual que las place 
cells disparan en posiciones concretas del entorno, pero a diferencia de estas, tienen 
múltiples campos que no se solapan, distribuidos periódicamente. Estos campos de 
actividad crean lo que se conoce como grid (cuadrícula o rejilla). Estas células carecen 
de direccionalidad pero cada cuadrícula tiene tres características específicas, 
espaciado (distancia entre los campos de actividad), orientación y fase (siempre en 
relación a un punto de referencia externo) (O'Keefe and Recce, 1993). 
Un aspecto importante en la configuración de los mapas espaciales es el 
fenómeno de adelanto de theta (“theta precession”). Este fenómeno se produce 
porque las place cells disparan retrasadas respecto al pico de theta, es decir, las células 
que disparan en sincronía con el ritmo theta lo hacen antes que las place cells 
conforme el animal va atravesando un determinado campo receptivo ((O'Keefe and 
Recce, 1993). Este fenómeno indica una relación entre el ritmo theta y la generación 
de mapas cognitivos espaciales. 
En ratas hay dos tipos de ritmo theta hipocámpico; tipo I, atropina resistente y 
tipo II, atropina sensible (Kramis et al., 1975). El ritmo theta tipo 1 aparece durante la 
locomoción y otros tipos de conducta "voluntaria" y durante el sueño REM (Oddie et 
al., 1996; Korzeniewska et al., 1997), presenta una frecuencia aproximada de 8Hz y no 
se ve afectado por el agonista colinérgico atropina. El ritmo theta tipo 2 aparece 
durante la inmovilidad y es el único presente cuando el animal está anestesiado con 
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uretano, presenta una frecuencia aproximada entre 4 y 7Hz y es sensible a la atropina 
(Vanderwolf, 1969; Bland, 1986). 
Otro fenómeno directamente ligado al aprendizaje y memoria que tiene lugar en 
el hipocampo es la potenciación a largo plazo (“Long Term Potentiation”, LTP, y la 
depresión a largo plazo “Long Term Depression”, LTD). Particularmente, la obtención 
de LTP es más efectiva cuando se aplican trenes de 100 hercios suministrados cada 120 
milisegundos (lo que corresponde a una frecuencia theta) el aumento o la disminución 
del lapso entre los trenes de estímulos disminuye la efectividad de la LTP (Kramar et 
al., 2012). Este patrón de estímulos se conoce como ráfagas en theta (“theta burst”). 
Esto implicaría una función sinérgica entre fenómenos hipocámpicos durante el 
aprendizaje. 
1.3.3 Sistema de activación a través del ritmo theta hipocámpico 
El sistema de sincronización en ritmo theta incluye diferentes estructuras 
cerebrales que forman en conjunto el sistema tronco cerebral-diencéfalo-
septohipocampal (Kocsis and Vertes, 1997; Bland and Oddie, 1998). La actividad theta 
indica una correlación de la actividad de los centros sincronizados. 
Por otro lado, los datos acumulados referidos a la activación/inactivación de 
diversos centros telencefálicos, diencefálicos y troncoencefálicos han llevado a la 
conclusión de que el ritmo theta es modulado fundamentalmente desde el septum 
medial, el cual recoge la actividad ascendente proveniente del hipotálamo posterior 
(núcleos supramamilares), formación reticular del puente oral (RPO) y núcleos del rafe 
(Vertes and Kocsis, 1997). 
La hipótesis de que el RPO es generador del ritmo theta hipocámpico se basa en 
estudios de estimulación eléctrica (Macadar et al., 1974; Vertes, 1981). Es más, se ha 
demostrado una relación positiva entre la intensidad de la estimulación eléctrica sobre 
RPO y la frecuencia del ritmo theta hipocampal. (Oddie et al., 1994). Microinyecciones 
del agonista colinérgico carbacol, que activan la subunidad M1 y M3 del receptor 
muscarínico de acetilcolina en RPO, también generan actividad theta sobre el 
hipocampo (Wess et al., 2007). Dado que RPO recibe una proyección colinérgica desde 
el núcleo tegmental pedúnculo-pontino (PPTg), se concluye que PPTg también es capaz 
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de generar theta a través de RPO (Fortin, 1995). Así pues tanto RPO como PPTg son 
origen de vías ascendentes de sincronización. Mediante inyecciones de trazador 
anterógrado (Phaseolus vulgaris-leucoaglutinin PHAL-L) en RPO se establecieron 
proyecciones hasta la formación reticular, PPTg, los núcleos intralaminares talámicos y 
núcleo posterior hipotalámico (PH). Además, la estimulación eléctrica del RPO 
incrementa las descargas en PH. Por otra parte registros sobre SUM y los cuerpos 
mamilares mediales (MM) previos a estimulación del RPO presentaban patrones de 
descarga irregulares que se vuelven rítmicos característico de la actividad theta 
después de la estimulación del RPO (Nunez et al., 1991; Nunez et al., 1991). 
Tanto PH como SUM presentan proyecciones sobre el núcleo reuniens y sobre la 
porción medial y lateral del septum que a su vez presentan conexiones con el 
hipocampo, así pues anatómicamente todas estas estructuras están interconectadas, 
formando parte del sistema de sincronización hipocampal ascendente (Vertes et al., 
1995). Además, la infusión de procaina, un anestésico local, en PH y SUM, resulta en la 
abolición total del ritmo theta hipocámpico generado por estimulación de RPO (Oddie 
et al., 1994). Por tanto, PH y SUM son también una parte importante dentro del 
sistema de proyecciones ascendentes para la generación del ritmo theta.  
A su vez, inyecciones de trazador anterógrado en en PPTg mostraron 
proyecciones sobre RPO, raphe mediano, los núcleos medial e intralaminar talámico, el 
núcleo supramamilar y sobre septum (Rodrigo-Angulo et al., 2008). 
1.3.4 Mecanismos septohipocampales envueltos en la generación del ritmo 
theta 
Hemos descrito como todos estos núcleos principales del sistema de 
proyecciones ascendentes, PPTg, PH y SUM envían proyecciones al septum medial 
(MS/BD), que a su vez proyecta al hipocampo, (Risold and Swanson, 1997; Vertes and 
Kocsis, 1997; Leranth et al., 1999). La destrucción tanto del fórnix (input septal desde 
el hipocampo) como del propio septum medial, anulan el ritmo theta tanto de otras 
estructuras como del córtex entorrinal y cingular (Donovick, 1968; Andersen et al., 
1979; Sainsbury and Bland, 1981; Mitchell et al., 1982). Por ello, el septum medial se 
consideró como el “marcapasos” del ritmo theta hipocámpico (Tombol and Petsche, 
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1969). Sin embargo, dos datos contradicen la teoría del marcapaso, por un lado, 
cuando se estudió la relación temporal entre los periodos de ritmo theta del 
hipocampo y del septum se pudieron observar periodos de theta en el hipocampo en 
ausencia de theta en septum(Nerad and McNaughton, 2006). El segundo dato es que 
tanto el septum como el hipocampo son capaces de presentar ritmos en diferentes 
frecuencias al mismo tiempo. Cuando esto ocurre el ritmo theta septal no se observa 
en el hipocampo, mientras que algunos canales septales contienen el ritmo theta 
hipocámpico en mayor o menor grado, además de su propio ritmo (Nerad and 
McNaughton, 2006). Una explicación para estos resultados es que tanto el septum 
como el hipocampo se encuentren bajo el control de otras estructuras. En este 
contexto, "marcapasos" debe de entenderse como la fuente de sincronía global en vez 
de la frecuencia fundamental que subyace a la sincronía. Esta última, al menos en 
algunas ocasiones, depende de la entrada de información al sistema septohipocampal 
desde el hipotálamo. Un ejemplo sería el control que el área supramamilar ejerce 
sobre el ritmo theta en ratas en movimiento (McNaughton et al., 1995), teniendo en 
cuenta que este área presenta proyecciones sobre ambas estructuras. Por lo tanto, 
directamente relacionado con el presente trabajo se puede concluir que, existen 
interacciones tanto ascendentes como descendentes entre el hipotálamo y los 
diferentes componentes del sistema septohipocampal que participan de la 
regulación y modulación del ritmo theta. 
El MS/DB vertical posee diferentes poblaciones de neuronas con proyecciones 
hipocampales: neuronas colinérgicas, GABAérgicas y glutamatérgicas (Huh et al., 
2010). Independientemente del neurotransmisor usado las neuronas en el MS/DBv 
pueden ser de tres tipos: neuronas de tipo 1 (presentes en un porcentaje elevado) que 
presentan descargas en fase con el ritmo theta; neuronas de tipo 2, que no presentan 
descargas rítmicas, pero si están relacionadas con el ritmo theta; y neuronas tipo 3, 
que no descargan de forma rítmica y tampoco presentan relación con theta (Gaztelu 
and Buno, 1982). 
Además de las neuronas colinérgicas septales, también se ha hipotetizado que 
las neuronas GABAérgicas parvalbúmina (PV) positivas del MS pueden tener un papel 
relevante en la generación del ritmo theta hipocámpico debido su proyección sobre 
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interneuronas GABAérgicas del hipocampo, cuya función es moduladora de una amplia 
población de neuronas hipocámpicas (Freund and Antal, 1988). Estudios 
electrofisiológico han demostrado que las neuronas PV septales tienen un patrón de 
disparos que preceden a las ondas theta, mientras que la proyección colinérgica 
tendría una acción facilitadora (Sotty et al., 2003). 
1.4.- El núcleo incertus y el sistema de relaxin3 
El ritmo theta hipocámpico depende de muchos factores, entre ellos de las 
conexiones ascendentes desde tronco encefálico (PETSCHE et al., 1962; Apostol and 
Creutzfeldt, 1974; Lamour et al., 1984; Ford et al., 1989; Stewart and Fox, 1989; Vertes 
and Kocsis, 1997). Una de estas conexiones tiene su origen en el núcleo incertus (NI) 
del tegmentum pontino (Goto et al., 2001; Olucha-Bordonau et al., 2003). Tanto su 
posición dentro del sistema de proyecciones ascendentes hasta septum, como las 
características neuroquímicas (que serán descritas posteriormente), revelan un papel 
importante del NI en la regulación del ritmo theta y con ello en la gestión de procesos 
cognitivos y emocionales. 
El NI fue originalmente descrito como una región en el suelo del cuarto 
ventrículo del cerebro humano en el tegmentum pontino (Streeter, 1903). Su 
localización es caudal respecto al raphe dorsal y medial respecto al núcleo tegmental 
dorsal. Este núcleo está formado por dos divisiones, la pars compacta (NIc) y la pars 
dissipata (NId), formada por células empaquetadas densamente o de forma dispersa 
respectivamente (Goto et al., 2001). En general las neuronas del NI son de tamaño 
medio, y pueden ser diferenciadas histológicamente de las neuronas que constituyen 
el raphe dorsal que son más pequeñas. El NI presenta una amplia distribución 
filogenética en vertebrados, y su equivalente ha sido descrito en rata (Burazin et al., 
2002), primates no humanos (Ma et al., 2009) e incluso en modelos de pez cebra 
(Donizetti et al., 2008). La mayor parte, si no todas, las neuronas de NI sintetizan GABA 
(Olucha-Bordonau et al., 2003; Ma et al., 2007) Otra característica importante de las 
neuronas del NI es que expresan una amplia variedad de neuropéptidos, entre ellos 
destacan la producción de relaxina-3 (RLN3) (Bathgate et al., 2002; Burazin et al., 
2002), de neuromedina B, CCK (Kubota et al., 1983; Chronwall et al., 1985) y 
neurotensina (Jennes et al., 1982), así como la expresión del enzima acetilcolinesterasa 
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(AChE). Las neuronas del NI expresan también otros marcadores, como las proteínas 
unidoras de calcio como la calbindina (CB) y la calretinina (CR) (Jennes et al., 1982; 
Kubota et al., 1983; Paxinos and Watson, 1997; Olucha-Bordonau et al., 2003) (Figura 
1.8). 
La RLN3 se expresa de forma intensa en el NI que además es el principal lugar de 
síntesis en el cerebro. En menor medida también se pueden encontrar algunas 
neuronas RLN3 positivas en el raphe pontino, PAG y en la división lateral de la 
substantia nigra (Tanaka et al., 2005; Ma et al., 2007). RLN3 es un péptido 
perteneciente a la familia de la relaxina/insulina, también conocido como insulin 7 y 
muy conservado en un amplio rango de especies (Wilkinson et al., 2005). 
Se conocen 2 receptores para RLN3, ambos acoplados a proteínas G; el RXFP1 y 
el RXFP3 (Bathgate et al., 2006). RLN3 presenta una elevada afinidad por el receptor 
RXFP3; además existe una amplia colocalización entre la distribución de fibras RLN3 y 
la de receptores RXFP3 en cerebro de rata (Ma et al., 2007) y ratón (Smith et al., 2010). 
Estudios in vitro demostraron que la RLN3 era el único ligando de RXFP3 (antes 
GPCR135) (Liu et al., 2003). Este receptor metabotrópico está asociado a una proteína 
G inhibidora (tipo αi/o) (Liu et al., 2003), su activación induce la ruta de la kinasa 
reguladora extracelular (ERK), que a su vez regula una cascada de señalización 




Figura 1.8. Localización anatómica del núcleo incertus en el cerebro de rata. (A) El NI se 
localiza, caudal respecto al raphe dorsal, rostral respecto al tegmentum dorsal y medial respecto al 
núcleo tegmental dorsal. El NI se extiende desde Bregma -9,12 mm hasta Bregma -9,84 mm (B) Sección 
del NI teñida con Nissl, se muestran los límites de la pars compacta (NIc) y pars dissipata (NId). Barra de 
calibración 200 um. 
1.4.1 NI y ritmo theta septohipocampal 
El sistema de conexiones eferentes del NI sobre el hipocampo, el septum, los 
núcleos supramamilares y el rafe mediano hace compatible su participación en el 
sistema generador o modulador del ritmo theta hipocámpico (Goto et al., 2001; 
Olucha-Bordonau et al., 2003). 
La estimulación del NI en ratas anestesiadas con uretano redujo el potencial de 
campo de la banda delta y aumentó la banda theta hipocampal (medida en CA1 del 
hipocampo dorsal). Así mismo, la lesión o inactivación del NI anulaba completamente 
la banda theta que se obtenía mediante la estimulación de RPO (Nunez et al., 2006). 
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Todo ello sugería que el NI podría relevar las proyecciones de RPO sobre el septum 
medial en la generación del ritmo theta hipocámpico (Teruel-Marti et al., 2008). 
En estudios posteriores se demostró que inyecciones del agonista de RXPF3, 
R3/15 en MS promovían un incremento del ritmo theta en ratas anestesiadas con 
uretano, mientras que la inyección previa de un antagonista prevenía tal efecto (Ma et 
al., 2009). Además, la inyección intraseptal del antagonista, da lugar a un déficit en la 
formación de memoria espacial en un modo dosis dependiente, demostrado en un test 
de alternancia espontánea (Ma et al., 2009). En un trabajo reciente de nuestro grupo, 
se observó que la infusión icv de un agonista de relaxin3 provoca un déficit en la 
ejecución del test de alternancia espontánea (Albert-Gasco et al., 2016). Aunque estos 
resultados parecen contradecirse, esto sugiere que la activación de RXFP3 afecta a la 
formación de memorias espaciales y la actividad exploratoria. 
El NI también extiende sus proyecciones sobre habénula y los núcleos 
interpedunculares, ambos conectados mediante el fascículo retroflejo. Lesiones del 
fascículo retroflejo dan como resultado un descenso de los niveles del ritmo theta 
hipocámpico y eliminan la integridad de la fase REM del sueño (Valjakka et al., 1998). 
Además el NI también presenta proyecciones bidireccionales sobre el rafe mediano 
cuya actividad puede desincronizar el ritmo theta (Kocsis and Vertes, 1992; Kocsis and 
Vertes, 1996). 
1.4.2 Funciones del sistema RLN3/NI en relación con el estrés, hambre, 
alcohol. 
Además de la regulación de ritmo theta y gracias al uso de agonistas y 
antagonistas de RLN3 se ha demostrado su papel en distintas formas de 
comportamiento como adicción al alcohol, la conducta alimentaria, estrés y la 
ansiedad (Ryan et al., 2011; Ryan et al., 2014). 
1.4.2.1.- Papel del NI en ansiedad y estrés 
Durante una situación de conflicto, un animal debe movilizar sus recursos para 
hacer frente a la amenaza con las mayores posibilidades de éxito. La respuesta de 
estrés es uno de los mecanismos que prepara al animal para tal movilización a través 
de sistemas de proyecciones dispersos en diferentes sistemas neuronales. Una parte 
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de esta respuesta tiene su origen en las proyecciones desde el núcleo periventricular 
hipotalámico, el núcleo central de la amígdala y el núcleo de la estría terminal que 
producen y liberan corticotropin release factor, CRF (Koob, 1999). El CRF es un péptido 
de la familia de las secretinas que se unen a receptores metabotrópicos (CRF-R1 y CRF-
R2) (Chen et al., 1993). El CRF-R1 está implicado en la dispersión de la señal de estrés 
(Koob and Heinrichs, 1999) mientras que el CRF-R2 regula aspectos metabólicos 
(Teegarden and Bale, 2008). 
EL NI presenta una elevada expresión del receptor CRF-R1 (Bittencourt and 
Sawchenko, 2000; Van Pett et al., 2000). Aproximadamente el 52% de las neuronas del 
NI son CRF-R1 positivas, de este conjunto más de la mitad son RLN3 positivas. También 
se ha demostrado que las neuronas RLN3 positivas que contienen CRF-R1 responden a 
CRF aumentando la frecuencia de disparos, mientras que las neuronas RLN3 negativas 
disminuyen la frecuencia basal de disparos cuando son expuestas a CRF (Blasiak et al., 
2013).  
Los niveles de mRNA de RLN3 en el NI aumentan tras la aplicación de estímulos 
estresantes como la natación forzada (Banerjee et al., 2010). Para comprobar la 
implicación del CRF en la actividad de las neuronas RLN3 del NI, se bloqueó el receptor 
CRF-R1 con un antagonista selectivo. La administración del antagonista bloquea los 
incrementos de RLN3 mRNA tras los test de natación forzada (Banerjee et al., 2010). 
Por otra parte, la administración de RLN3 exógeno, tiene un efecto antidepresivo 
medido por este test de natación forzada (Ryan et al., 2013a).  
Existe controversia en cuanto al papel del sistema RLN3/RXFP3 en ansiedad, se 
ha demostrado que ratones knockout (KO) para la RLN3 presentan una menor 
ansiedad comparados con controles (paradigma del elevated plus maze test) (Tanaka 
et al., 2013). Estos resultados indican que RLN3 tendría un efecto ansiogénico. Por el 
contrario, la administración intracerebroventricular del agonista de RXFP3 (5 μg de 
[R3A(11-24,C15→A)B]) disminuye la ansiedad (Ryan et al., 2013a), lo cual sugiere un 
rol ansiolítico para la RLN3. No se conocen los mecanismos que puedan explicar lo 
datos contradictorios sobre el efecto de RLN3 en ansiedad. En cualquier caso ambos 
trabajos señalan un efecto de RLN3 sobre la ansiedad y el estrés. 
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1.4.2.2.- Papel del NI en la ingesta de alcohol 
El consumo crónico de alcohol, así como el abuso de otras drogas, genera 
múltiples cambios neuroadaptativos, incluyendo la regulación de neuropéptidos y sus 
receptores. De forma particular, sufren cambios aquellos péptidos y receptores que 
modulan las funciones de estrés, incluyendo CRF y sus receptores. La abundancia de 
receptores CRF-R1 en el NI y las abundantes proyecciones de RLN3 sobre zonas 
cerebrales implicadas en la modulación de la ingesta de alcohol, particularmente el 
núcleo de la estría terminal, sugieren que este sistema podría estar implicado en su 
regulación. 
Apoyando esta hipótesis se ha demostrado la inyección intracerebroventricular 
en ratas macho de un antagonista de RXFP3 (R3 (B1-22) R) disminuye la ingesta de 
alcohol sin dañar procesos de memoria, comportamientos de ingesta o de actividad 
basal. También afecto la recaída del alcohol o efecto “alcohol-seeking” (búsqueda del 
alcohol asociada a recuerdos) y se reportó una disminución de los niveles de estrés 
inducido por el alcohol-seeking (Ryan et al., 2013a). 
1.4.2.3.- Papel del NI en la conducta alimentaria 
El hipotálamo juega un papel relevante en la regulación de la homeostasis 
energética y el NI presenta importantes proyecciones RLN3 positivas sobre 
hipotálamo. En especial, la zona paraventricular del hipotálamo, que es bien conocida 
por su papel en la regulación del balance energético, presenta una elevada expresión 
del receptor RXFP3 y de fibras de RLN3 (Ma et al., 2007). 
Para comprobar si RLN3 participaba en la regulación de la ingesta, se midió la 
cantidad de alimento ingerido tras inyecciones tanto intracerebroventriculares (icv) de 
RLN3, como directamente en el núcleo paraventricular talámico (PV). En ambos casos, 
la RLN3 aumentó significativamente la ingesta de alimento con respecto a los controles 
en ratas saciadas. Este efecto es específico de RLN3/RXFP3, puesto que la infusión icv 
en PVN de RLN2 no produjo ningún efecto en la ingesta de comida. LA RLN2 se une 
específicamente al receptor RXFP1, mientras que la RLN3 se une a ambos, RXFP3 y 
RXFP1. Puesto que RLN2 no inducía ningún efecto, se concluyó que la actividad 
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orexigénica debía mediarse a través de la RXFP3 (McGowan et al., 2005; McGowan et 
al., 2006; McGowan et al., 2007). 
En otro grupo de experimentos, se midió el efecto de la dieta sobre la expresión 
de RLN3 y del receptor RXFP3. En estos experimentos, ratas Sprague–Dawley fueron 
alimentadas con una dieta hipercalórica. Un grupo desarrolló obesidad (diet inducesd 
obesity, DIO), mientras que otro grupo presentó un fenotipo resistente a la dieta (diet 
resistant, DR). La expresión de RLN3 y RXFP3 se determinó mediante hibridación in 
situ) en animales con acceso a la comida ad libitum, en animales deprivados del acceso 
a la comida y en animales realimentados tras un proceso de deprivación. La expresión 
de RLN3 aumentó en el NI del grupo DIO en comparación con DR en situación ad 
libitum. Por el contrario, la expresión de RLN3 en esta zona aumentó específicamente 
en ratas DR durante la privación de alimento. Durante la re-alimentación la expresión 
de RLN3 en DR y DIO, fue similar a la situación de acceso libre a la comida. 
El patrón de expresión de RXFP3 mRNA en PV mostró niveles muy similares 
entre las ratas DIO y las DR tanto en condiciones ad libitum como en ayuno. Sin 
embargo al volver a alimentar a las ratas aumentó la expresión de RXFP3 en el núcleo 
PV de las ratas DIO específicamente. Por otra parte, otros núcleos analizados, parte 
posterior del núcleo paraventricular talámico (PVP), amígdala central (CeA), la parte 
compacta del núcleo incerto (NIc) y NTS mostraron una expresión más baja de RXFP3 
mRNA, tanto en las condiciones ad libitum como en ayuno en ratas DIO comparada 
con DR. Sin embargo, cuando se re-alimentaba nuevamente aumentaban los niveles de 
RXFP3 mRNA en los cuatro núcleos en DIO en comparación con DR. Los autores 
concluyen que este mecanismo podría ayudar a las ratas DIO a recuperar las reservas 
energéticas tras un déficit calórico (Lenglos et al., 2014). 
1.5.- Circuitos moduladores descendentes 
Como ya se ha expuesto anteriormente, la regulación de ritmo theta no solo 
depende de las proyecciones ascendentes desde el tronco encefálico hasta el septum 
(RPO y NI) o desde median raphe y los núcleos supramamilares, sino que también las 
proyecciones descendentes jugarían un papel relevante en el control, permitiendo el 
reajuste del sistema. 
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El lóbulo temporal medial, que incluye los circuitos entorrino-hipocámpicos, se 
considera crítico en el procesado de memorias (Leranth et al., 1999). La información 
sensorial es primeramente procesada de forma separada en áreas corticales, para ser 
integrada posteriormente en córtex entorrinal. Esta información integrada se proyecta 
hasta el hipocampo, el septum y los núcleos supramamilares permitiendo un flujo de 
información (Mitchell and Ranck, 1980; Alonso and Garcia-Austt, 1987). 
Estudios de inyecciones de trazadores revelan proyecciones relevantes desde el 
córtex entorrinal hasta la zona septal, específicamente sobre el septum lateral y en 
menor medida sobre el MS (Alonso and Kohler, 1984; Leranth et al., 1999). Desde el 
septum hay proyecciones a SUM (Leranth et al., 1999). Cabe destacar también que 
SUM, al igual que el córtex entorrinal, también presenta neuronas que disparan en 
fase con el ritmo theta hipocámpico (Pan and McNaughton, 1997). Tanto las relaciones 
anatómicas como la oscilación en theta reflejan una comunicación inmediata entre las 
diferentes unidades del sistema límbico. 
Dentro de este sistema de proyecciones descendentes también son 
importantes las eferencias del MS/DB hasta el mesencéfalo y tronco cerebral. Las 
inyecciones de trazadores en el MS/DBv dan un claro marcaje en el área ventral 
tegmental (VTA) y núcleos del raphe (Swanson and Cowan, 1979). LA VTA es conocida 
por su participación en el comportamiento de recompensa y motivación (Kahn and 
Shohamy, 2013; Sotomayor-Zarate et al., 2015). Más recientemente, estudios 
electrofisiológicos (en ratas anestesiadas) mostraron que la estimulación eléctrica 
sobre MS/DB puede registrarse en neuronas del NI (Ma et al., 2013). 
Una segunda ruta descendente se origina en el septum lateral. La división CA1 
del hipocampo proyecta ipsilateralmente sobre la parte intermedia del septum lateral 
(Swanson, 1977). El septum lateral, en especial el núcleo triangular septal (posterior) 
proyecta a través de la stria medularis sobre la porción medial de la habénula (MHb). 
Desde habénula las proyecciones viajan a través del fascículo retroflejo que proyecta 
sobre el VTA, RMTg, núcleos interpedunculares (IPN) y rafe dorsal (Herkenham and 
Nauta, 1979; Swanson and Cowan, 1979; Qin and Luo, 2009). No hay referencia a la 
posible proyección sobre el NI (Jhou et al., 2009). La proyección descendente desde 
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habénula hacia el tronco cerebral ha sido implicada en procesos de respuesta al dolor 
(Hikosaka, 2010; Shelton et al., 2012), estrés (Hikosaka, 2010; Ootsuka and 
Mohammed, 2015), ansiedad (Yamaguchi et al., 2013) y recompensa (Matsumoto and 
Hikosaka, 2007a) entre otros. 
Se ha demostrado que la habénula regula la motivación del animal a moverse y 
trabajar por objetivos y recompensas (Lee and Huang, 1988; Lecourtier and Kelly, 
2005). Estos procesos pueden estar mediados de forma indirecta por las conexiones de 
la habénula lateral con SNc y VTA (Ji and Shepard, 2007).  
Las neuronas dopaminérgicas responden a los eventos que predicen cambios 
en los estados motivacionales, que a su vez inducen al animal a presentar un 
determinado comportamiento motor (Schultz, 1998). En experimentos con monos se 
demostró que la habénula lateral se activa ante la aparición de estímulos visuales que 
predicen una recompensa pequeña y por el contrario, estas neuronas se inhiben con la 
aparición de estímulos que predicen una recompensa grande (Hikosaka, 2010). Este 
patrón de respuesta es totalmente contrario al observado en las neuronas 
dopaminérgicas del área ventral tegmental (Schultz, 1998; Matsumoto and Hikosaka, 
2007a). Se ha postulado que las proyecciones sobre neuronas GABAérgicas de la 
porción caudal del VTA (VTA tail o parte rostral medial tegmental, RMTg) podrían 
mediar una acción antagónica de la habénula sobre el sistema dopaminérgico (Jhou et 


























1.6.- Hipótesis y objetivos 
De los estudios descritos en los apartados anteriores se puede concluir que las 
funciones cognitivas tienen su sustrato anatómico en las interacciones entre la corteza 
y el hipocampo. Tales conexiones permiten la generación y almacenamiento de la 
memoria. Por otro lado, la generación y almacenamiento de memorias de contenido 
emocional así como la calificación de la información como emocionalmente relevante 
compete fundamentalmente a las interacciones de la corteza con la amígdala. Además, 
la interacción entre el hipocampo y la amígdala juega un papel relevante cuando las 
informaciones procesadas tienen contenido tanto cognitivo como emocional (Squire, 
2004). Las interacciones entre corteza, hipocampo y amígdala están moduladas por 
proyecciones ascendentes desde centros subcorticales como el septum, el núcleo 
supramamilar, los núcleos del rafe y el núcleo incertus que constituirían el núcleo 
central del sistema reticular activador ascendente (SARA) (Moruzzi and Magoun, 
1949).  
El NI juega un papel relevante en la generación y modulación del ritmo theta 
hipocámpico que subyace a procesos tanto cognitivos como emocionales. Además, las 
proyecciones del NI podrían soportar un papel en algunas funciones metabólicas como 
la conducta alimentaria, la ingesta de alcohol o la generalización de la respuesta de 
estrés sobre los sistemas cognitivos y emocionales. 
Las proyecciones ascendentes desde el NI se han estudiado mediante 
inyecciones de trazadores y mediante el análisis de la distribución de fibras RLN3 
positivas. Sin embargo, la información referida a las proyecciones que llegan al NI es 
escasa y fragmentada. Conocer qué centros envían sus proyecciones al NI puede 
permitir el conocimiento de cómo la información de esos centros puede afectar a las 
funciones soportadas por el sistema NI/RLN3.  
La hipótesis de trabajo asume que el diencéfalo puede participar en la 
modulación de centros superiores a través de proyecciones diencefálicas sobre el NI, 
que a su vez tiene un reconocido papel en la modulación telencefálica a través de sus 
proyecciones ascendentes.  
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El objetivo principal es por tanto identificar y elaborar un mapa de las áreas 
responsables de canalizar el flujo de información hasta el NI. Para ellos se proponen 
tres objetivos secuenciales 
Objetivo 1. Inyección del trazador retrogrado en el NI. El uso de trazadores 
retrógrados, permite identificar del origen de proyecciones aferentes. Sin embargo, los 
trazadores retrógrados pueden ser incorporados también por axones de paso que 
atraviesan la región, pero que no originan contactos sinápticos. Para discernir entre 
vías de paso y aferentes reales se propone el siguiente objetivo. 
Objetivo 2. Marcaje anterógrado. Los trazadores se inyectan en aquellos 
núcleos que presentaron marcaje retrógrado desde NI. El marcaje anterógrado origina 
un marcaje característico de terminales, claramente distintos del marcaje de fibras de 
paso.  
Objetivo 3. Marcaje con sinaptofisina. El trazado anterógrado se acompaña de 
doble marcaje con sinaptofisina (marcador de sinápsis) para comprobar que, 
























2.- MATERIAL Y METODOS 
El procedimiento experimental básico en el trazado de conexiones sigue, tanto 
en el marcaje anterógrado como en el retrógrado el mismo esquema: a) inyección 
estereotáxica de los trazadores y recuperación de la cirugía, b) sacrificio, c) 
microtomía, d) revelado de las series, e) estudio de las series. 
Los experimentos con animales fueron llevados a cabo de acuerdo con los 
procedimientos aprobados por los comités éticos de la facultad de Medicina y 
Odontología de la universidad de Valencia, y el de la Universitat Jaume I de Castellón. 
Todos los procedimientos se ajustaron a la directiva 86/609/EEC de la Comunidad 
Europea para la protección de los animales usados en la experimentación y con otros 
propósitos científicos. En todos los pasos de la investigación se procuró minimizar el 
sufrimiento animal. 
2.1.- Animales. 
El presente trabajo está basado en el estudio de un total de 53 ratas macho y 
hembras adultas Sprange-Dawley, con una edad promedio de 90 días, así mismo se 
procuró mantener una uniformidad en cuanto a parámetros de peso( entre250-350 g), 
eliminando previamente los ejemplares que presentaran alguna tara o enfermedad. 
Los animales fueron destetados el día 22 posterior a su nacimiento y fueron 
mantenidos bajo condiciones estándar de laboratorio. Se hospedaron en cajas de 
acrílico transparente bajo condiciones de ciclo invertido de luz-oscuridad (12 horas luz/ 
12 horas oscuridad), con una temperatura (20-25° C) y humedad constantes, dieta 
estándar y libre acceso a la comida y el agua. 
Se eligió este animal por presentar gran capacidad de recuperación tras las 
cirugías, por la facilidad de comparación con los resultados ya obtenidos en otros 




Tabla 2.1.- Trazadores y ejemplares utilizados para el estudio de las conexiones 
aferentes al núcleo incertus. En la tabla se presentan grupos de inyecciones totales o 
parciales en el núcleo incertus así como en las estructuras que lo rodean, las 











Tabla de los trazadores anterógrados inyectados en la zona septal. Grupos de individuos con 
inyecciones en Horizontal Septum Medial (coordenadas de inyección: AP-0, ML-0,3, DV-8,6), núcleo 
Septofimbrial (coordenadas de inyección: AP-0,75, ML-1, DV-4,5), núcleo triangular septal 
(coordenadas de inyección: AP-0,7, ML-0, DV-4,9) y septum lateral intermedio (coordenadas de 








2.2.-. Inyección estereotáxica de trazadores 
Para el estudio de las conexiones entre los diferentes núcleos diencefálicos y el 
NI, se utilizaron tres trazadores diferentes: uno retrogrado y dos anterógrados. Como 
trazador retrogrado, se utilizó Fluorogold (FG, 5-hydroxystabilamide, Cat. No80014), 
inyectado selectivamente en el NI. Como trazadores anterógrados se utilizaron el 
aminodextrano biotinilado (BDA, 70 KD, de Sigma, Cat. nº B 9139) y Rodamina unida a 
amino dextrano biotinilado (Biotinylated dextran amine rhodamine-labeled, mini 
Tabla de los trazadores anterógrados inyectados en todas aquellas zonas que presentaron marcaje 
retrogrado durante la primera fase de la investigación. Grupos de individuos con inyecciones en la 
porción medial de la habénula lateral (coordenadas de inyección: AP-3,8 ML-0,4 DV-5,5), el área 
lateral preóptica (coordenadas de inyección:AP-0,9ML-1,8 DV-8,6), núcleos interpedunculares 
(coordenadas de inyección:AP-6,4 ML-0  DV-8,4), los núcleos interpedunculares (coordenadas de 




Ruby,10 KD Cat. No. D-3312), inyectados en las distintas zonas o núcleos diencefálicos 
en las que se había observado previamente marcaje retrogrado con fluorogold. 
2.2.1 Trazadores 
En la experimentación se utilizaron Fluorogold, DBA y miniRubi en forma de 
solución para inyección directa: 
El 5-hydroxystabilamida (FG, Cat. No80014), es un trazador retrógrado que 
necesita 7 días para llegar a las zonas más distantes del cerebro desde el punto de 
inyección; por lo tanto el tiempo mínimo de supervivencia del animal fue de 7 días. 
El amino dextrano biotinilado (BDA B-9139, y un Pm= 70.000 D), es un trazador 
fundamentalmente anterógrado, con posibilidad de presentar algo de marcaje 
retrogrado. El transporte de BDA, necesita unos 6 días para llegar a la zona más alejada 
del punto de inyección; por lo que el tiempo mínimo de supervivencia del animal fue 
de 6 días. 
La Rodamina unida a aminodextrano biotinilado (miniRubi D-3312 y un Pm= 
10.000D), es un trazador fundamentalmente anterógrado, con posibilidad de presentar 
algo de marcaje retrogrado. El transporte de BDA, necesita unos 6 días para llegar a la 
zona más alejada del punto de inyección; por lo que el tiempo mínimo de 
supervivencia del animal fue de 6 días. 
Soluciones de sustancias trazadoras: 
I) Solución de Fluorogold para inyección directa: disuelto 4% en agua destilada. 
II) Solución de BDA para inyección directa: disuelto al 5% en TBS pH 8.0. 
III) Solución de miniRubi para inyección directa: 15%disuelto en tampón fosfato 




2.2.2 El aparato estereotáxico 
Para la localización del punto de inyección, se utilizó un aparato estereotáxico 
para pequeños animales de David Kopf Instruments Inc. 
El dispositivo utilizado constaba de dos elementos fundamentales: un sistema 
de sujeción del animal (marco estereotáxico) y un segundo componente para sujetar la 
micropipeta. El segundo componente permitía movimientos en tres direcciones 
perpendiculares entre sí, según las coordenadas deseadas (instrumento estereotáxico 
propiamente dicho). 
El marco estereotáxico, estaba formado por una camilla donde descansaba el 
animal, y de unas barras metálicas que nos permitían inmovilizar la cabeza del mismo, 
mediante tres puntos de fijación. Este sistema de fijación contaba con dos barras para 
los oídos, terminadas en punta roma para dirigirlas por dentro de los conductos 
auditivos externos, presentando en el otro extremo una escala de medida que nos 
permitió centrar al animal dentro del marco estereotáxico. El tercer punto de fijación, 
estaba formado por una pinza constituida por una barra para los incisivos, que pasaba 
por detrás de los mismos, y de una placa de aluminio que pinzaba por encima de la 
nariz. 
El instrumento estereotáxico propiamente dicho, estaba constituido por una 
torre en forma de cruz, formada por dos barras graduadas que poseían dos tornillos de 
control para los desplazamientos laterales y en profundidad, con una sensibilidad de 
0,1 mm; además, la torre estaba montada sobre una barra de desplazamiento 
longitudinal graduada, que permitía una sensibilidad del eje anteroposterior de 0,1 
mm. 
2.2.3 Procedimiento de inyección del trazador 
Las ratas fueron anestesiadas mediante una inyección intraperitoneal (i.p) de 
una mezcla de ketamina (Imalgene 55mg/kg (MERIAL, Francia) y xylacida (xilagesic 20 
mg/kg; laboratorios CALIER,España). Para comprobar la completa sedación 
(aproximadamente a los 10 minutos) se oprimía la punta de la cola observando a 
continuación la persistencia de reflejos en la musculatura abdominal. En caso de 
65 
 
persistencia de tales reflejos, se administraba una dosis complementaria cada 10 
minutos. 
La colocación del animal en el marco estereotáxico (David Kopf Instruments), 
fue el paso más importante para la determinación exacta del punto de inyección. En 
primer lugar la rata se colocó en decúbito prono sobre la superficie plana de la 
pequeña camilla. A continuación se introdujeron las barras en el conducto auditivo 
externo, y se completó la fijación del animal por medio de la barra para los incisivos 
superiores y la lámina metálica, que se ajustó sobre el hocico del animal. 
Para facilitar el procedimiento quirúrgico, se procedió al afeitado del cuero 
cabelludo y a continuación se pintó el campo quirúrgico con una solución antiséptica 
de Povidona yodada (Betadine). Con el fin de descubrir los huesos del cráneo, y poder 
apreciar las suturas óseas, se realizó una incisión longitudinal en la piel y el tejido 
subcutáneo. A continuación se cortó el tejido conjuntivo perióstico para exponer las 
suturas craneales. Durante esta fase de la cirugía las hemorragias fueron frecuentes, 
fueron controladas mediante compresión y un agente coagulante (Spongostan). 
Con el hueso al descubierto, se identificaron las suturas craneales. Para la 
realización de inyecciones en los lugares deseados, fue necesario referir las estructuras 
cerebrales a puntos fijos en la superficie externa de la cabeza. La determinación de las 
coordenadas de las áreas cerebrales de interés se llevó a cabo mediante el uso del 
atlas cerebral de rata (Paxinos and Watson, 2014). Seguidamente se practicaron los 
agujeros de trepanación directamente sobre el cráneo según las coordenadas 
estereotáxicas en relación a Bregma, para ello se utilizó una fresa circular de 1 mm de 
diámetro. 
Una vez dejada al descubierto la superficie cerebral, se procedió a la inyección 
directa del trazador mediante un microinyector de presión (microinyector IM-300 
Narishige, Tokio, Japón) y una micropipeta de cristal de 30 µm diámetro (I.D.). La 




Se colocó la punta de la micropipeta en las coordenadas anteroposterior y 
mediolateral previamente medidas. A continuación, con el mando de la profundidad, 
se llevó la punta de la micropipeta a la coordenada de profundidad deseada. 
Seguidamente se procedió a la inyección unilateral del trazador. 
Las micropipetas permanecieron en el lugar de la inyección un tiempo adicional 
de 10 minutos antes de ser retiradas. Las coordenadas de Bregma utilizadas para las 
inyecciones sobre el núcleo incertus fueron: AP:-9.6 mm anterior a bregma, ML:-0 5 /-
0.2 mm lateral a la línea media, DV:-7.5 mm por debajo de la duramadre, de acuerdo a 
las coordenadas del atlas estereotáxico de Paxinos y Watson. Las inyecciones de 
trazador retrogrado practicadas en el núcleo incertus se realizaron usando el trazador 
fluorogold. El volumen usado fue entre 0.04 - 0.08µl de FG. 
Las inyecciones de trazador anterógrado en los núcleos diana se realizaron con 
mini Ruby y BDA. Los trazadores anterógrados fueron inyectados mediante 
iontoforesis en los núcleos diana por medio de una corriente positiva de1 µA, 2 
segundos on, 2 segundos off durante 20 minutos. Las micropipetas permanecieron en 
el lugar de la inyección un tiempo adicional de 10 minutos antes de ser retiradas. 
Las inyecciones anterógradas se realizaron en La Porción Medial de la Habénula 
Lateral (coordenadas desde bregma: AP -3,8 mm, ML -0,4 mm, DV -5,5 mm) en El Área 
Lateral Preóptica (coordenadas desde bregma: AP -0,9 mm, ML -1,8 mm, DV -8,6 mm), 
en El Septum Medial Horizontal (coordenadas desde bregma: AP +0,3mm, ML -0,5 mm, 
DV -8,5 mm), Área Septofimbrial (coordenadas desde bregma: AP -0,75mm, ML -1 mm, 
DV -4,5 mm), núcleo Triangular Septal (coordenadas desde bregma: AP -0,7mm, ML 0 
mm, DV -4,9 mm), núcleos Interpedunculares (coordenadas desde bregma: AP -
6,4mm, ML 0 mm, DV -8,4 mm), núcleos Supramamilares (coordenadas desde bregma: 
AP -4,6mm, ML 0 mm, DV -9,1 mm). 
 
Tras las inyecciones las heridas quirúrgicas se suturaron y a las ratas se les 
inyecto Buprex (0.05 mg/kg, i.p., Lab Esteve, Barcelona, Spain) para la analgesia. 
Posterior a la cirugía, cada rata permaneció hospedada en cajas de acrílico 
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transparente y de forma independiente. Después de un período de recuperación post-
quirúrgica de 7 días se procedió a la obtención y fijación de los cerebros. 
2.3.- Fijación y microtomía 
Tras la recuperación y supervivencia durante siete días, en todos los casos se 
procedió al sacrificio por perfusión cardiaca. 
 Las ratas fueron completamente anestesiadas con Nembutal (150 mg/kg i.p., 
Euthalender, Barcelona, Spain). El acceso al corazón se logró mediante una incisión en 
forma de T invertida, creada por un corte longitudinal en la línea media de la cara 
ventral del tórax y otro perpendicular y tangencial al borde inferior del peto costal 
anterior, de forma que la piel se separaba a derecha e izquierda de la línea media. A 
continuación, se seccionó la pared abdominal anterior para acceder, a través de la 
cavidad peritoneal a la cara inferior del diafragma. Posteriormente, se seccionó el 
diafragma hasta conseguir exponer el corazón y los grandes vasos. Por último, se 
colocó la punta de la cánula en la salida de la aorta, accediendo a través del ventrículo 
izquierdo. 
Una vez situada la cánula en el comienzo de la aorta, se procedió a introducir 
suero salino isotónico heparinizado (15.000 UI/litro). La pared de la aurícula derecha se 
cortó para permitir la salida del retorno venoso. El lavado se prolongó hasta que las 
venas yugulares externas, previamente expuestas y sobre las que se practicó una 
incisión, se observaron limpias, siendo necesario para ello la utilización de 200 ml 
aproximados de suero salino (Solución A). La perfusión se realizó utilizando una 
solución fijadora, unos 500 ml (Solución B). Para preparar el paraformaldehido, (4% 
paraformaldeido en 0.1M PB, pH 7.4), este se disolvió en agua destilada calentándose 
entre los 50ºC y los 60 ºC, en ese momento se añadieron 2 o 3 gotas de NaOH 1N, 
dejando a continuación que el PFA se disolviera parando de un color lechoso a 
totalmente transparente. A continuación se dejo enfriar en la nevera. 
 
Una vez perfundidos los animales fueron decapitados y se procedió a la 
extracción de los cerebros. Para ello, se seccionó y se retiró la piel y el periostio que 
cubría el cráneo. Una vez expuesta toda la superficie del cráneo, se procedió a retirarlo 
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2.4 Obtención de los cortes y procesado inmunohistoquímico 
Los cerebros se mantuvieron a 4ºC en la misma solución fijadora (Solución B) 
durante 4 horas. Transcurrido ese tiempo, se pasaron a una solución crioprotectora de 
PBS con sacarosa (Solución E), en la que permanecieron entre 24 y 72 horas, hasta que 
los cerebros dejaron de flotar en la solución y se sumergieron hasta el fondo. Una vez 
crioprotegidos, los cerebros fueron cortados coronalmente a la altura del flocculi 
usando una matriz de metacrilato de cerebro de rata con la intención de obtener 
secciones con similar orientación. Las muestras fueron congeladas y seccionadas en 
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cortes coronales de 40 micras de grosor con un micrótomo de congelación (Leica 
SM2010R, Leica Microsystems, Heidelberg, Germany). 
Se obtuvieron 6 series de cortes, de las cuales la primeras se montaron de 
forma directa para observar la fluorescencia en el microscopio de fluorescencia, las 
segundas se revelaron de forma directa. Estas dos series fueron recogidas en PBS 
0.01M. Con las demás series se realizaron ensayos inmunohistoquímicos. Estas series 
restantes fueron recogidas en PBS-sacarosa y congeladas a -20ºC para utilizarlas 
posteriormente. 
2.4.1.- Detección inmunohistoquímica de BDA y miniRuby 
Para la detección del trazadores tanto BDA como miniRuby las secciones fueron 
recogidas en PBS y lavadas dos o tres veces nuevamente en PBS. Tras los lavados se 
realizo una reducción de la peroxidasa endógena mediante peróxido de hidrogeno 
(H₂O₂, Sigma) al 1% durante 15 minutos en PBS y en agitación. Pasados los 15 minutos 
se realizaron sucesivos lavados hasta que dejaron de apreciarse burbujas. 
El siguiente paso consistió en la incubación de los cortes en el complejo avidina-
biotina-peroxidasa (Vector) durante 2-4 horas. Posteriormente las muestras se lavaron 
2 veces en PBS y dos veces en tampón Tris. 
El proceso de revelado se llevo a cabo en una solución tampón Tris 0,05M (pH 
8.00, Sigma) con sulfato de amonio y níquel (NiNH₄SO₄ Aldricht) al 0,1% para 
intensificar la reacción y 2 µl de H₂O₂ al 33%. Los cortes se dejaron flotar en esta 
solución hasta que la inmunoreacción se hizo visible al microscopio óptico (entre 10-20 
minutos). El proceso se detuvo añadiendo un exceso de tampón Tris a la solución y, a 
continuación lavando con PBS 0.01M un par de veces. 
2.4.2 Montaje de los cortes 
Los cortes se montaron sobre portas gelatinizados, al menos 24 horas antes, 
con una solución de gelatina al 0.5% (Panreac) y alumbre de cromo al 0.05% (Panreac). 
Las muestras ya reveladas se dejaran secar durante toda la noche, y al día siguiente, 
fueron deshidratadas en diluciones crecientes de etanol (70°, 96° y 100°) 
permaneciendo 3 minutos en cada concentración y pasando por un último paso de 
70 
 
aclarado en xilol. Por último las muestras fueron cubiertas con resina DPX y dejadas 
secar durante al menos 12 horas para su posterior análisis. 
2.5.- Caracterización de anticuerpos 
Un cierto número de anticuerpos fueron utilizados en este estudio (Tabla 2).  
La especificidad del anticuerpo FG fue verificada mediante el análisis de la 
presencia, ausencia de marcaje sobre ratas inyectadas o no con FG respectivamente. 
El anticuerpo contra la sinaptofisina es un anticuerpo monoclonal producido 
utilizando sinaptosomas de la retina de rata y que es capaz de producir marcaje sobre 
las neuronas (Booettger et al., 2003). 
El anticuerpo contra la parvalbumina (PV) es un anticuerpo monoclonal 
producido por células mielínicas de ratón. Se obtiene mediante la purificación de 
células de bazo de ratones inmunizados contra PV (Celio et al.1988). Este anticuerpo 
reconoce proteínas libres de 12 KD (pI 4.9) en un inmunoblot de dos dimensiones para 
tejidos cerebrales de rata, para valores idénticos a aquellos esperados en la 
purificación (Celio et al., 1988).  
El anticuerpo contra la calbindina (CB) es un anticuerpo monoclonal producido 
por células mielínicas de ratón. Se obtiene mediante células de bazo de ratones 
inmunizados con CB-28 kD purificados a partir de intestino de pollo (Celio et al., 1990). 
La especificidad del anticuerpo fue verificada en ratones CB-28 kD-knockout en los que 
no se producía marcaje (Airaksinen etal., 1997). 
El anticuerpo contra la calretinina (CR) es un anticuerpo monoclonal producido 
en ratones inmunizados mediante calretinina-22K humana recombinante 
(Zimmermann and Schwaller, 2002). La especificidad del anticuerpo fue verificada en 
ratones knockout para la calrretinina (Schurmans et al., 1997). 
2.5.1 Detección inmunohistoquímica de FG, PV, Sinaptofisina y CR 
Las secciones recogidas se lavaron tres veces, a intervalos de 15 minutos, en 
tampón fosfato 0.1 M, pH 7.4 a temperatura ambiente, para eliminar los restos de 
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fijador, y se procesaron siguiendo la técnica inmunocitoquímica de la avidina-biotina-
peroxidasa. El protocolo que se siguió para llevar a cabo dicha técnica fue el siguiente:  
1) Lavado de las secciones en PBS con un 10% de H2O2 durante 15 minutos 
para inhibir las peroxidasas endógenas.  
2) Lavado de las secciones tres veces, a intervalos de 15 minutos, en tampón 
fosfato 0.1 M, pH 7.4.  
3) Incubación en medio de bloqueo que contenía suero normal de burro 
(normal donkey serum, NDS) al 4%, seroalbúmina bovina (BSA) al 2%, y Tritón X-100 al 
0.1% durante 1 hora a temperatura ambiente. 
4) Incubación en el primer anticuerpo (antiparvalbúmina, anti-fluorogold, anti-
sinaptofisinao anti-calretinina). El anticuerpo se utilizó a una dilución de 1:5000 en el 
caso de anti-parvalbúmina, una dilución de 1:3000 en el caso del anti-fluorogold, una 
dilución de 1:500 en el caso de la anti-sinaptofisina y a una dilución de 1:2500 en el 
caso de anti-calretinina. En los tres casos el anticuerpo se disuelve en tampón fosfato 
0.1 M (pH 7.4) que contenía NDS al 2%, BSA al 2%, durante 48 horas a 4°C. El medio de 
incubación contenía, además, un 0.05% de Triton X-100 (Panreac) para favorecer la 
penetración de los anticuerpos.  
5) Lavado en tampón fosfato 0.1 M, pH 7.4 tres veces, con un intervalo de 10 
minutos entre cada lavado.  
6) Incubación en el segundo anticuerpo. En todos los casos a una concentración 
de 1:200 en tampón fosfato 0.1 M, pH 7.4, durante 90 minutos, a temperatura 
ambiente.  
7) Lavado de las secciones dos veces con un intervalo de 5 minutos entre uno y 
otro, en tampón fosfato 0.1 M, pH 7.4.  
8) Incubación en el complejo avidina-peroxidasa (Vector) durante 2 horas a 
temperatura ambiente en cámara húmeda se utilizó a una concentración de en 
tampón fosfato 0.1 M, pH 7.4. 
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9) Lavado de las secciones dos veces. El primero de los lavados se realizó en 
tampón fosfato 0.1 M, pH 7.4 y el segundo en tampón Tris-HCl 0.1 M, pH 7.6. 
10) El revelado de la peroxidasa se efectuó con una solución de 
3,3’diaminobencidina, DAB (Sigma) al 0.05% en tampón Tris-HCl 0.2 M, pH 7.6, con un 
0.003% de H2O2. La observación de las secciones al microscopio óptico permite decidir 
en qué momento detener la reacción. Una vez alcanzado el grado de tinción deseado, 
se interrumpió rápidamente el revelado lavando las secciones con tampón fosfato 0.1 
M, pH 7.4. Tras el lavado, las secciones se deshidrataron en etanol en graduaciones 
crecientes (70o, 80o, 90o, 96o y 100o). A continuación, las secciones se aclararon en 
xilol y se montaron con DPX y cubreobjetos. 
 





2.6 Análisis de las muestras 
2.6.1 Análisis inmunohistoquímicos 
Las pruebas inmunohistoquímica de BDA, FG, mR, PV, CR, CB y sinaptofisina 
fueron estudiadas mediante el uso de un microscopio Nikon Eclipse E600 acoplado a 
una cámara digital DMX2000 (Tokio, Japón). 
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 Los mapas de los núcleos marcados positivamente con el trazador fueron 
construidos mediante el uso de una cámara clara unida a un microscopio Zeiss 
Axioskop (Zeiss, Múnich, Germany). Los dibujos se realizaron con una magnificación de 
20x, se escanearon y redujeron hasta su tamaño final. 
 
2.6.2 Análisis de inmunofluorescencia 
Los resultados del marcaje de FG y mR fueron analizados mediante un 
microscopio Nikon Eclipse E600 con una cámara digital DMX2000 (Nikon, Tokio, Japón) 
los mapas de los núcleos marcados positivamente con el trazador fueron construidos 
mediante el uso de una cámara lucida unida a un microscopio Zeiss Axioskop (Zeiss, 
Múnich, Germany). Los dibujos se realizaron con una magnificación de 20x y 40x, se 
escanearon y redujeron hasta su tamaño final. La inmunofluorescencia confocal fue 
analizada mediante una unidad de escáner de laser confocal TCS-SP2, equipado con un 
láser de argón y helio-neón acoplado a una cámara Leica DMIRB sobre un microscopio 
invertido (Leica Microsystems). Las longitudes de onda para la excitación del FG fueron 
de 351 nm y 364 nm. Para la emisión las longitudes de onda fueron de 382-487 nm; la 
excitación del mR fue de 433 nm y la emisión fue de 560-618 nm; para el anticuerpo 
secundario Alexa488-labeled la excitación fue de 488 nm y para la emisión fue de 510-
570 nm; la excitación del anticuerpo Cy5 fue de 633 nm y la emisión de 644-719 nm. Al 
escanear las muestras bajo el microscopio se obtuvieron series de cortes en el plano Z 






























A lo largo del procedimiento experimental del presente trabajo se han desarrollado 
dos estrategias: 1) trazado retrógrado desde el núcleo incertus (NI) y 2) trazado 
anterógrado hacia el NI.  
En el primer procedimiento experimental se llevaron a cabo inyecciones del trazador 
retrógrado Fluorogold (FG) en la región del NI y se realizaron mapas de las áreas que 
contenían neuronas retrógradamente marcadas. Dependiendo de la cantidad de 
trazador liberado en el punto de inyección se podía generar un área de difusión más o 
menos extensa que podía afectar a zonas vecinas y también a los tractos que discurren 
por la región. Por ello, también se realizaron inyecciones control en zonas adyacentes 
al NI, pero excluyéndolo. 
El segundo procedimiento experimental se basó en la inyección de trazadores 
anterógrados en las áreas que habían presentado marcaje retrógrado en la primera 
fase. Esta estrategia tiene una triple finalidad: a) comprobar que efectivamente la 
proyección llegaba al NI, b) caracterizar algunas de las fibras anterógradas en relación 
a neuronas positivas para Parvalbumina (PV) y c) enmarcar la proyección de los 
diferentes núcleos diencefálicos dentro del esquema general de proyecciones 
aferentes al NI. 
3.1.- Áreas que proyectan al núcleo incertus. Análisis de marcador 
retrógrado. 
El estudio retrogrado se llevó a cabo en dos grupos de animales. En el primer grupo se 
estudiaron un total de 14 ejemplares con inyección de FG en el NI (figuras 3.1 y 3.2). 
De estos casos, 6 presentaron inyecciones prácticamente restringidas al NI (casos 
RS29, RS31, CCH5, CCH11, LHb29, LHb80); 5 casos presentaron cierta difusión hacia los 
núcleos tegmentales (casos RFS8, LHb28, LHb29, LHb34, LHb29) y 3 casos presentaron 
difusión a la formación reticular subyacente (casos RS26, LHb34, LHb28) (figuras 3.1C y 
3.2C y D). En el grupo control 2 ejemplares fueron inyectados en la formación reticular 







Figura. 3.1. Puntos de inyección de Fluorogold (FG) en el NI. (A) Imágenes de fluorescencia 
mostrando los puntos de inyección para el trazador FG (B-D-E). Inyecciones restringidas en LHB 80 (E) 
y LHB 29 (D). Inyecciones abarcando NI y la formación reticular subyacente, RS26 (C) y RS27. Barra de 





    Figura. 3.2. Puntos de inyección de Fluorogold (FG) en NI. A) Superposición de dibujos de los ditintos 
puntos de inyección. B) Imagen de fluorescencia mostrando una inyección restringida a NI, caso RS31. 
C) NI y la formación reticular subyacente, ejemplar LHB 34.D) LHB 28. E) Inyección NI y PDTg, caso 




Tras el procesado y análisis de las muestras se encontró un patrón de marcaje 
retrógrado muy similar en los 6 casos en los que la inyección estaba restringida en NI. 
Se encontró marcaje en las regiones del septum, amígdala, hipotálamo y tronco 
cerebral. 
3.1.1 Septum 
El patrón de marcaje retrogrado en el área septal resultó ser muy similar en todos los 
casos en los que la inyección estaba restringida al NI. Se realizaron dibujos mediante 
cámara clara del marcaje del ejemplar RS31 como caso representativo. La mayoría de 
las neuronas marcadas con FG se concentraban en MS/DB, aunque también se 
observaron neuronas dispersas en el área lateral septal (LS). En este trabajo se 
analizaron cinco niveles rostro-caudales de septum en planos coronales (figura 3.3). 
Nivel 1 (Bregma + 1.80mm): el nivel más anterior, sobre el cual el MS/DB de los 
hemisferios derecho e izquierdo se encuentra separado por el epéndimo (figura 3.3 A). 
En este nivel se observó una columna de neuronas marcadas en el MS (solapándose 
con la banda de MS que corresponde a neuronas colinérgicas) y neuronas dispersas en 
LS intermedio (LSI), sin embargo no se observó marcaje retrogrado sobre LS dorsal 
(LSD). 
Nivel 2 (~Bregma +1.28 mm): corresponde al plano coronal donde el MS/DB se 
presenta ya como dos segmentos claramente definidos, uno vertical conteniendo MS y 
VDB (ambas zonas solapándose con zonas que correspondían a neuronas colinérgicas) 
y un segundo segmento horizontal que abarca HDB (figura 3.3 B). En este nivel, se 
observaron algunas neuronas dispersas en la porción más medial de LS, que se 
interpretó como LSI. No obstante la mayor parte del marcaje observado se concentró 
en el MS/DB, en particular en una banda sobre la zona media del MS/DB. 
Nivel 3 (~Bregma +0.60 mm):en este nivel el tracto de fibras del fórnix era 
evidente (figura. 3.3C y 3.3D).El marcaje retrógrado en este caso se observó en los 
márgenes del fórnix, lo que se interpretó como la extensión más rostral del núcleo 
septofimbrial (SFi).En este nivel, no se observó marcaje retrogrado en LS, mientras que 
el MS/DB mostró neuronas retrógradamente marcadas en MS y en VDB de forma algo 
más dispersa mientras que se concentraba marcaje retrogrado de forma abundante 
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formando una banda en HDB (figura. 3.3C y 3.3D). También se observó una región 
carente de marcaje en HDB (flechas en la figura 3.3C, 3.4 ACE). 
Nivel 4 (~Bregma -0.20 mm): se distinguía claramente el núcleo SFi (figura. 
3.3D). En este nivel, se observó una agrupación de neuronas marcadas sobre la división 
ventral del LS (LSV), también se evidenció marcaje disperso alrededor del fórnix y 
algunas neuronas marcadas en el núcleo triangular septal (TS) (figura 3.3E, 3.4 BDF). 
Por otra parte, el HDB presentaba un denso marcaje en una banda profunda, muy 
diferente al marcaje más disperso de SFi y TS. 
Nivel 5 (~Bregma -0.70 mm): Este nivel contenía las secciones más caudales de 
HDB y, se observó marcaje disperso en el septum posterior (formado por TS, SFi y 
parte del HDB) (figura 3.3E). 
3.1.2 Amígdala 
En amígdala se observaron neuronas marcadas retrógradamente en los núcleos 
de amígdala medial (MeA) y la amígdala anterior. No se observó marcaje en el núcleo 
de la estría terminal pero sí que se observaron neuronas dispersas en la amígdala 
extendida sublenticular. Tanto la amígdala central (CeA) como la basal y la cortical 
estaban libres de marcaje, y en la parte anterior de la amígdala medial se observó un 
marcaje disperso pero consistente a lo largo de varios niveles rostrales. Fotos de un 





Figura 3.3. Dibujos de cámara de cámara clara de la distribución del marcaje retrogrado de FG 
(casoRS31) en diferentes niveles del septum. Sombreado en gris la zona de localización de neuronas 
colinérgicas. (A) Nivel 1 (~Bregma +1.8mm). La mayoría de las neuronas FG positivas se localizan en 
MS/VDB, así como de forma dispersa en LSI. (B) Nivel 2 (~Bregma +1.28 mm): Las neuronas marcadas 
con FG se concentraban en MS/vDB, neuronas dispersas en LSI. C) Nivel 3 (~Bregma +0.60 mm): Las 
neuronas FG positivas se concentraban sobre HDB. (D) Nivel 4 (~Bregma -0.12 mm): Las neuronas FG 
positivas se concentran en HDB y LS, de forma dispersa se encuentran en SFi. (E) Nivel 5 (~Bregma -
0.70 mm), el septum posterior (formado por ST y SFi y parte del HDB). Las neuronas FG positivas 




Figura 3.4. Distribución del marcaje retrogrado de FG en el área septal (caso RS25). Dibujos sobre 
esquema de Paxinos y Watson (2007) que ilustran los diferentes niveles de septum analizados. (A) 
Región septal (Bregma -0.20 mm). (B) Región preóptica (Bregma -0,26mm) (C) Marcaje sobre la banda 
diagonal de broca, HDB. (D) Marcaje sobre las áreas hipotalámicas y septum lateral. (E) Detalle del 
marcaje sobre HDB. (F) Detalle del marcaje sobre el área latera preóptica. Barra de calibración: C 200 




Figura 3.5. Distribución del marcaje retrogrado de FG en amígdala (caso RS25). A) Dibujo sobre 
esquema de Paxinos y Watson (2007) que ilustra el nivel de la amígdala con marcaje. B) Amígdala 
anterior, Bregma -1.80 mm. C) Amígdala, Bregma -1.60 mm. D) Dibujo sobre esquema de Paxinos y 






Para el estudio del hipotálamo se siguió un orden de análisis rostro caudal de las 
regiones: preóptica, anterior, tuberal y mamilar. 
En la región preóptica, se observó continuidad del marcaje retrogrado desde las 
porciones más caudales de HDB (figura 3.6B y E). Este marcaje se continuaba 
dorsalmente en el área lateral preóptica (LPO) (figura 3.6F) y también, aunque más 
disperso, en el área medial preóptica (MPA). Más dorsalmente se encontraron algunas 
neuronas en la zona situada justo ventral a la comisura anterior (núcleo paraestrial, 
como continuación del núcleo de la estría terminal. También se encontraron algunas 
neuronas marcadas en el núcleo preóptico mediano. 
En la región anterior (figura 3.6A), se observó marcaje en el área lateral 
hipotalámica, en el área anterior hipotalámica y en la parte parvocelular del núcleo 
paraventricular (figura 3.6B y C). Finalmente, también se observaron neuronas 
marcadas en el área retroquiasmática. 
En la región tuberal (figura 3.6D), se observó marcaje en el área lateral 
hipotalámica y área perifornical así como en el área del tubercinereum y células 
dispersas en el área dorsal hipotalámica (figura 3.6F).  
En la región mamilar se diferenciaron dos niveles: uno anterior o premamilar 
(figura 3.7A) y otro mamilar posterior (figura 3.7B). En el nivel premamilar se observó 
marcaje en el núcleo posterior hipotalámico y área lateral hipotalámica (LH), así como 
en los núcleos premamilares dorsal y ventral (figura 3.7C). En el mamilar posterior, se 
observó un intenso marcaje en el núcleo supramamilar subdivisión medial y células 
dispersasen el núcleo mamilar lateral (figura 3.7D). 
3.1.4 Tálamo 
En el subtálamo, se localizaron células marcadas concentradas en la parte 
dorsal de la zona incerta (ZID) mientras que la división ventral se encontró 
comparativamente libre de marca (figura 3.7E). En el epitálamo, se encontraron 
neuronas en todos los niveles antero-posteriores de la división medial de la habénula 
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lateral (figura 3.7F), pero más pronunciados en niveles medios .No se observó marcaje 
retrógrado en habénula medial. No se observó marcaje retrógrado en ninguno de los 
núcleos sensoriales, motores o intralaminares del tálamo dorsal. 
3.1.5 Tronco cerebral 
En la sustancia gris periacueductal (PAG) (figura 3.8A), se observaron neuronas 
dispersas y una cierta concentración sobre la columna dorsomedial y lateral a lo largo 
de todos los niveles (figura3.8B y C). 
A nivel del mesencéfalo anterior se observó una importante concentración de 
neuronas marcadas en los núcleos interfascicular e interpedunculares (figura3.8D). En 
el núcleo interfascicular las neuronas marcadas se distribuían de forma dispersa. Se 
encontraban situadas dorsales al núcleo interpeduncular y mediales a las neuronas del 
área ventral tegmental con una distribución dispersa, así como en la sustancia nigra 
(SN) (figura 3.8E). 
En el núcleo interpeduncular se observó marcaje concentrado en el subnúcleo 
lateral de la división caudal (IPL) y, aunque no de forma tan intensa, en las divisiones 
caudal (IPC) y rostral (IPR) (figura 3.8F). 
No se encontraron neuronas marcadas en los núcleos rostrales del rafe a 
excepción de alguna neurona dispersa. Tampoco se vio marcaje en los núcleos 





Figura 3.6. Distribución de neuronas marcadas con FG en las áreas anterior y tuberal (caso RS 
25).Dibujo sobre un esquema extraído del atlas de Paxinos y Watson (2007) que ilustra los niveles 
analizados (A,D).(A) Área anterior hipotalámica (Bregma -1,80mm). (B) Área lateral hipotalámica (LH) 
Área tuberal hipotalámica (Bregma -2,30mm).(C).Detalle del marcaje en el área LH. (E) Núcleo dorsal 




Figura 3.7. Distribución de neuronas marcadas con FG en las regiones premamilar y mamilar (caso 
RS 25). (A, B). Dibujos sobre esquema de Paxinos y Watson (2007) que ilustran los niveles analizados. 
(C) Detalle núcleos premamilares. (D) Núcleo supramamilar. (E) Zona incerta. (F) Habénula. Barras de 




Figura 3.8. Distribución de FG en el tronco cerebral (caso RS 25).Dibujo sobre esquema de Paxinos y 
Watson (2007) que ilustran marcaje retrogrado en PAG y los núcleos interpedunculares. (A) Área 
pretectal (Bregma -6.04mm). (B) Sustancia gris periacuduectal (PAG). (C) Detalle del marcaje en PAG. 
(D) Mesencéfalo (Bregma -6,30mm). (E) Substancia nigra. (F) Núcleos interpedunculares. Barra de 
calibración B y F 200 µm, C y E 100 µm. 
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3.2.- Análisis del marcaje anterógrado desde áreas que proyectan a NI. 
Para confirmar algunas de las proyecciones aferentes al NI encontradas por la 
señal del trazador retrógrado, se realizaron inyecciones de los trazadores anterógrados 
miniRuby (mR) y dextranamina biotinilada (BDA) en las regiones que potencialmente 
proyectan al NI. El trazado con BDA dio lugar a marcaje de fibras terminales en 
ramilletes y arrosariamientos sobre las zonas diana. Por otro lado, el uso de mR como 
trazador permitió inyecciones más restringidas y además posibilitó el uso de dobles 
marcajes con inmunofluorescencia, permitiendo así suco-localización con marcadores 
sinápticos (ej. sinaptofisina) y su relación espacial con neuronas especificas (ej. PV).En 
esta fase del trabajo se realizaron inyecciones del trazador anterógrado en septum (10 
ejemplares); LPO (7 ejemplares); habénula (8 ejemplares) en y en los núcleos 
interpedunculares (3 ejemplares). El análisis confirmó que las proyecciones desde estas 
regiones alcanzan el NI, y además reveló un mapa de conexiones entre ellas y con 






Tabla 3.1. Distribución del marcaje anterógrado en las distintas inyecciones de BDA o miniRuby. Φ 




3.2.1 Inyecciones en área septal 
En este apartado se describen 10 casos de inyecciones que quedaron 
circunscritas a subdivisiones concretas de la formación septal. 
En dos ejemplares encontramos inyección en HDB, casos LHb47 (figura 3.9B) y 
LHb43 (figura 3.9C); Inyección en el Septum Medial (SM) en el ejemplar LHb73 (figura 
3.9D); en un caso inyección afectó parcialmente el SM HAI17 (figura 3.9E); En 1 caso, la 
inyección se localizó en TS (LHB61) (figura 3.10A); En 1 caso, la inyección fue en LSI 
LHb62 (figura 3.10B); En 2 casos hubo inyección parcial en LSI y LSD LHb48 y LHb68 
(figura 3.10C). Finalmente,2 ejemplares presentaron inyección en SFi,LHb63 y LHB64 





Figura 3.9. Puntos de inyección de mR y BDA en la zona septal. A) Dibujo sobre esquema de Paxinos 
y Watson (2007) sobre el que se ha dibujado en cámara clara las inyecciones en Septum. B) Inyección 
de BDA en el caso LHB 47. C) Inyección de mR en caso LHB 43. D) Inyección de mR en el caso LHB 73. 




Figura 3.10. Puntos de inyección de mR y BDA en la zona septal. A) Dibujo sobre esquema de Paxinos 
y Watson (2007) sobre el que se ha dibujado en cámara clara las inyecciones en Septum. B) Inyección 
de mR en el caso LHB 68. C) Inyección de mR en el caso LHB 64. D) Inyección de mR en el caso LHB 63. 
E) Inyección de mR en el caso LHB 62. Barra de calibración: B, C y E 100 µm y D 200 µm. 
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3.2.1.1 Inyecciones en HDB. 
Las inyecciones restringidas en HDB mostraron un patrón definido de 
proyección hasta el diencéfalo (tálamo e hipotálamo). Se eligió como caso 
representativo LHb47 que es el que se describe a continuación 
Tractos. Desde el punto de inyección se observaron fibras que se distribuían 
por los principales fascículos que conectan con la región septal. Así, se encontraron 
fibras en el fórnix y el fórnix precomisural (pcf) (figura 3.11A). Estas fibras también 
aparecían en la fimbria desde donde se dirigían a los niveles anteriores del hipocampo 
en la comisura hipocámpica ventral y al tracto medial corticohipotalámico (figura 
3.11C). También se vieron fibras en la cápsula interna y en el cuerpo calloso 
ascendiendo hacia el córtex cingular (figura 3.11 C-D). Más caudalmente, tanto la 
estría medular (sm) como la estría terminal (st) mostraron una gran concentración de 
fibras marcadas (figura 3.11D). 
Corteza. Si bien la mayor parte de regiones corticales estaban libres de marcaje 
anterógrado, se observaron algunas fibras en el córtex cingular; fibras gruesas, 
posiblemente de paso y fibras más finas de tipo terminal. Se vieron intensas fibras en 
las capas intermedias y fibras dispersas en las capas más externas de ambas áreas 
(figura 3.11 A, C). Este marcaje, se prolongaba de forma caudal, dando también 
marcaje en niveles anteriores, encapas superficiales de las áreas prelímbica (PrL) e 
infralímbica (IL) (figura 3.12 A-B), con fibras formando grandes ovillos y algunas fibras 
sueltas (sin formar los ovillos) en las capas intermedias. 
Septum. Se observaron fibras marcadas en la división dorsal del septum lateral. 
Se observaron dos tipos de fibras, unas más gruesas y lisas y otras más finas y con 
arrosariamientos (figura 12 D). En la parte intermedia del septum lateral las fibras 
marcadas anterógradamente presentaban una trayectoria sinuosa (figura 12 E), estas 
fibras se localizaban en la zona de transición con el septum medial (figura 12 C,E), 
entre las fibras también se encontraban neuronas marcadas retrógradamente. En el 
septum medial se observó un marcaje anterógrado denso de tipo puntiforme (figura 
12 F). También se encontró marcaje anterógrado en el núcleo triangular septal y en el 
septofimbrial (figuras 3.13 A-B). 
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Amígdala y amígdala extendida. En el análisis de esta inyección se encontraron 
fibras en la división lateral del núcleo de la estría terminal (figura 3.11 A y 3.13C ) que 
se considera amígdala extendida. También se encontraron fibras marcadas en la 
porción anterior de la amígdala en la substantia innominata (figura 3.13 D y 3.14 A) 
que se considera parte de la amígdala extendida sublenticular. Más caudalmente, se 
observaron fibras en los núcleos amigdalinos anteriores y en el núcleo amigdalino 
medial anterior (figura 3.14 B-C). Este marcaje aparecía como continuidad de un 
marcaje mucho más intenso en el área lateral hipotalámica que correspondía a las 
fibras del fascículo prosencefálico medial. También se observaron fibras marcadas No 
se observó marcaje en los niveles centrales y caudales de la amígdala. 
Hipocampo. A nivel Bregma -5 mm el marcaje anterógrado en el hipocampo 
dorsal se observaba de un modo disperso en todas su divisiones y capas (figura 3.15 A-
B). No obstante, se constató una mayor densidad de fibras a nivel del estrato 
piramidal. Las fibras llegaban al hipocampo a través de la fimbria. 
Hipotálamo. El marcaje anterógrado en el hipotálamo se concentraba en las 
divisiones laterales (figuras 3.14 A-C y 3.15 A-B).  
En la región preóptica, el marcaje más intenso incluía LPO y MPA (figuras 3.13 A 
y 3.15 E), también se observaron fibras dispersas en el núcleo preóptico posterodorsal.  
En la región anterior, se observó una densa columna de fibras sobre el área 
lateral hipotalámica (LH) (figuras 3.11 C y 3.13 F) y en  los núcleos supraópticos. 
También se observó un clúster de fibras presentes sobre el área perifornical. Aunque 
con una menor densidad que en LH, también se observaron fibras aisladas en los 
núcleos hipotalámicos anteriores y en el núcleo ventromedial hipotalámico (figuras 
3.15 A-B C). 
En la región tuberal se observó una banda de fibras en el suelo del hipotálamo, 
sobre la eminencia media y alrededor del núcleo arcuato (figura 3.13 A y B).En la 
última porción de este nivel las fibras se vieron concentradas sobre el área perifornical. 




En la región mamilar (figura 3.16 A)se encontraron fibras intensas, cortas y con 
frecuentes engrosamientos de tipo terminal en los núcleos SuMM (figura 3.16 B); 
mamilar medial parte medial (MM) (figura 3.16 C) y mamilar medial parte lateral (ML) 
(figura 3.16 D). Por otro lado, en el núcleo mamilar medial parte lateral (ML)se observó 
un marcaje de fibras finas, largas y disperso no tan abundante como en los núcleos 
anteriormente mencionados. Todo el marcaje de la región mamilar se presentaba de 
forma ipsilateral. No se encontraron fibras anterógradamente marcadas en el tracto 
mamilotalámico. 
Tálamo. En la parte anterior del tálamo se observó una densa columna de 
fibras sobre el núcleo talámico anteromedial (figura 3.16 E).Por otro lado se observó 
un marcaje difuso en el núcleo paratenial talámico (figura 3.16 A), núcleo talámico 
interanterodorsal (figura 3.16 A), reuniens (figura 3.16 B), en el núcleo mediodorsal 
talámico (figura 3.17 A,C) y en la parte anterior del núcleo paraventricular talámico 
(PVA)(figuras 3.14  A-C, 3.16 E y 3.17 B y D). 
A nivel de Bregma -4.5 mm se observaron fibras marcadas sobre habénula (Hb) 
(figura 3.16A), abarcando ambas porciones del núcleo, la porción medial (MHb) (figura 
3.16 B) y la lateral (LHb) (figura 3.16 C).También se encontraron fibras en la zona 
incerta (ZI), así como un clúster de fibras sobre la porción ventral del núcleo talámico 
anterior (VTA) (figura 3.16 D). 
Tronco cerebral. Se encontraron fibras marcadas en el área ventral tegmental 
(figura 3.16 D) y en el rafe mediano (figura 3.16 E) pero no en PAG y tampoco los 
núcleos interpedunculares de ninguna de las muestras analizadas donde las 
inyecciones del trazador se restringían de forma exclusiva al septum. 
Núcleo incertus. Las fibras desde HBD encontradas en NI eran de tipo terminal, 
no muy abundantes, finas fibras dispersas tanto por la pars compacta como por la pars 
disipata. Por otra parte, en ningún caso se encontraron fibras en los núcleos dorsales 





Figura 3.11. Imágenes de las fibras tras una inyección sobre HDB (caso LHb 47) realizadas con 
cámara clara. A) nivel del punto de inyección Bregma - 0,80 mm. C) nivel del septum posterior. D) 




Figura 3.12. Distribución de las fibras marcadas anterógradamente tras una inyección de BDA en HDB 
en el ejemplar LHB47 .A). Esquema de la zona de marcaje en el área PrL. B) Área prelímbica (PrL). C) 
Punto de inyeccion de mR en HDB. D) Fibras en LSD. E) Fibras en LSI. F) Detalle de marcaje terminal en 






Figura 3.13. Distribución de las fibras de mR tras una inyección sobre HDB en el ejemplar LHB 47. A) 
Áreas de interés en las que se observó marcaje anterógrado. B) Fibras en las áreas TS y SFi. C) Fibras 
en el núcleo de la estría terminal (BNST). D) Fibras de paso en la sustancia innominata. E) Fibras en el 
área lateral preóptica. F). Fibras en el área lateral hipotalámica. Barra de calibración: B, E y F 100µm, C 




Figura 3.14. Imágenes de las fibras tras una inyección sobre HMB (caso LHb 47) realizadas con 








Figura. 3.15. Imágenes de las fibras tras una inyección sobre HDB (caso LHb 47) realizadas con 




Figura 3.16. Distribución de las fibras marcadas en el diencéfalo tras una inyección de mR en HDB en 
el ejemplar LHB 47. A) La región mamilar. B) Fibras terminales en el núcleo mamilar lateral. C) Núcleo 
supramamilar. D) Núcleo mamilar medial. E) Núcleo anteromedial talámico. F) Núcleo paraventricular 







Figura 3.17. Distribución de las fibras de mR tras una inyección sobre HDB en el ejemplar LHb 47. A) 
y B) Fotografías a baja magnificación del tálamo donde se señalan las imágenes C, y E. C) Marcaje 




Figura 3.18. Distribución de las fibras de mR tras una inyección sobre HDB en el ejemplar LHb 47.A) 
Distribución de las fibras anterógradamente marcadas en las diferentes porciones de la habénula .B) 
Porción lateral de la habénula lateral. C) Porción medial de la habénula lateral D) Área ventral 




3.2.1.2 Inyecciones en SFi. 
En esta sección se van a describir las proyecciones encontradas tras la inyección 
de BDA sobre SFi de un caso representativo, el LHB 61(figura 3.19 A y B). 
Tractos .Las fibras anterógradas seguían dos vías para abandonar la región 
septal y dirigirse hacia las zonas proyección; una a través del fórnix (figura 3.19 B) y 
otra a través de la estría medular (figura 3.19C).No se encontró marcaje de fibras en el 
tracto de la comisura anterior. Hacia los niveles caudales del hipotálamo, se 
encontraron fibras en el fórnix dirigiéndose a zonas mesencefálicas integrándose en el 
fascículo prosencefálico medial. Además, algunas fibras atravesaban 
perpendicularmente el cuerpo calloso para llegar a la corteza cerebral. 
Corteza. En el área prefrontal, las cortezas IL y PrL (figura 3.19D y E) mostraron 
cúmulos de fibras de tipo terminal. También se observó marcaje de tipo terminal y 
disperso, pero muy abundante, en la parte posterior del núcleo olfativo anterior (figura 
3.20 A). Por último también se observó una banda de fibras gruesas dispuestas en 
forma diagonal sobre el córtex peduncular dorsal. 
Se pudo observar marcaje abundante en las áreas cingulares Cg2 y Cg1 (en esta 
última mayoritariamente) (figura 3.20 B). El marcaje se concentraba de forma muy 
intensa en la capa IV, también en las capas II y III se observó una concentración de 
fibras gruesas aunque no tan intensa. Sobre las capas V y VI también se encontraron 
fibras gruesas y largas, pero mucho más discreto. En los niveles más anteriores el 
marcaje que se presentaba en la IV capa, presentaba forma de ovillos de fibras aislados 
que enviaban sus proyecciones hasta grupos más pequeños localizados en las capas II y 
III, donde las fibras tomaban forma de terminales (figura 3.20 B). En regiones más 
posteriores este marcaje se tornó en una banda muy intensa de fibras 
anterógradamente marcadas, que recorría el córtex retrosplénico granular de forma 
vertical (figura 3.20 C).También se observaron algunas fibras aisladas sobre el área 
motora 2. 
Hipocampo. El hipocampo mostró un marcaje muy intenso, en todas las 
aéreas,CA1, CA2, CA3, giro dentado (DG) (incluida su capa polimórfica) (figura 3.20 D). 
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Ganglios basales. El cuerpo estriado estaba esencialmente libre de marcaje 
anterógrado. En cambio, las fibras se concentraban en el núcleo acumbens (Acb) 
donde generaban campos similares a terminales tanto en la región central (“core”) 
como en la periférica (“Shell”). 
Se observaron fibras en las zonas más rostrales dispuestas en bandas 
horizontales en la parte ventromedial del telencéfalo y en pequeños ovillos terminales 
sobre el tubérculo olfativo (TU). 
Septum. Las fibras anterógradamente marcadas desde el SFi alcanzaban 
primeramente el área septal, mostrando un marcaje denso en LSD donde algunas de 
estas fibras mostraron una morfología de tipo terminal. En LSI se encontraron fibras 
más dispersas y mucho menos abundantes (figura 3.20 E). El resto de las fibras 
discurrían formando una banda ancha y muy intensa en la parte ipsilateral a la línea 
media y descendían a través de la región de MS hasta desaparecer en su parte más 
ventral (figura 3.20 F). El recorrido de las fibras en dirección caudal, dio lugar, 
ventralmente a una banda de fibras terminales en HDB, este marcaje era bilateral 
(figura 3.21 A y B). Algunas de estas fibras abandonaban esta banda central formando 
abundantes campos terminales en las regiones de LSI y en el núcleo lambdoide. Por 
otra parte ningún marcaje fue observado en el núcleo ventral del septum lateral (LSV). 
En los niveles rostrales del septum se observaron neuronas retrógradamente 
marcadas en una capa celular que aparece en continuidad con el induseum griseum. 
Lateralmente a esta capa celular se observó un marcaje intenso que se correspondía 
con el córtex peduncular dorsal (figura 3.21 C). 
Amígdala y amígdala extendida. A nivel de bregma -0,5 mm aproximadamente, 
las fibras que viajaban a través del fórnix abandonaban el tracto hasta llegar a la 
porción medial del núcleo de la estría terminal (BSTM). Pese a que el marcaje sobre el 
fórnix era bilateral, el marcaje de BSTM era únicamente ipsilateral. 
En la amígdala sólo se encontraron fibras en el núcleo basomedial anterior 
(BMA) así como en la amígdala cortical anterior (ACo). Se trata de un marcaje bilateral 
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pero discreto formando un pequeño clúster de fibras gruesas y largas con botones en 
sus ramificaciones.  
Tálamo. A nivel epitalámico se encontraron fibras terminales sobre el núcleo 
talámico lateral posterior (figura 3.21 D).También se observaron fibras sobre todas las 
partes de la habénula, tanto la parte medial como la lateral, aunque en la parte lateral 
de la HbL las fibras se encontraron agrupadas (figura 3.21 E). 
En los niveles más caudales del tálamo (bregma -3 mm y -4 mm) las fibras 
abandonaban la estría medular y se encontraron como terminales en la mayoría de los 
núcleos intralaminares situados sobre la línea media y hasta el tercer ventrículo. Se 
observó este marcaje de tipo terminal sobre el área paraventricular anterior (PVA) 
(figura 3.21 F), el núcleo anteromedial talámico, el núcleo ventromedial talámico 
reuniens) por ultimo también se observó una banda de fibras finas que discurrían 
verticalmente marcando la zona incerta. Hacia niveles rostrales se observó un tracto 
de fibras que dejaba el fórnix oblicuamente hasta llegar a la parte dorsal del tálamo 
pasando ventralmente a la estría medular (figura 3.22 A) y discurriendo de un modo 
paralelo a la estría terminal pero medial respecto a ella. Estas fibras originaban un 
marcaje de tipología terminal en el núcleo anterodorsal talámico (figura 3.22 B). 
Hipotálamo. En la parte más anterior de la región hipotalámica se observaron 
varias acumulaciones de fibras con engrosamientos periódicos sobre LPO (figura 3.22 
C). Además se encontraron fibras terminales sobre el núcleo MPO y el núcleo 
periventricular (figura 3.22 D) y de un modo disperso en la división anterior del 
hipotálamo. 
A lo largo de todos los niveles del hipotálamo se observaron fibras en el área 
lateral hipotalámica (LH) que discurrían junto a las fibras del fascículo prosencefálico 
medial, no obstante, en algunos casos se pudieron observar algunos arrosariamientos 
indicativos de la posibilidad de marcaje terminal(figura 3.22 C, E y F). 
También se encontraron ovillos de fibras terminales sobre el núcleo posterior 
hipotalámico (PH) de forma bilateral, aunque con mayor intensidad en el lado 
ipsilateral (figura 3.23 A) 
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En los niveles caudales del hipotálamo, a nivel de los cuerpos mamilares donde 
acaba el fórnix, las fibras marcadas originaban campos de terminales en el núcleo 
supramamilar, aunque en el supramamilar medial el marcaje era bilateral, en el 
supramamilar lateral el marcaje era ipsilateral (figura 3.22 B). Otro grupo de fibras 
originaba campos de terminales en la división lateral del mamilar medial (MML) (figura 
3.23 B y C). Finalmente un grupo de fibras adquiría una trayectoria dorsal integrándose 
en el tracto mamilo tegmental. 
Tronco cerebral. En los niveles rostrales del mesencéfalo las fibras del tracto 
mamilo tegmental ascendías alrededor del acueducto dando campos terminales en la 
sustancia gris del acueducto (PAG) de forma ipsilateral (figura 3.23 D).También se 
observaron fibras discretas y dispersas en los núcleos del puente, bordeando los 
núcleos interpedunculares donde no se encontró marcaje de fibras (figura 3.23 E). 
Núcleo incertus. De las fibras que ascendían hacia el acueducto algunas 
tomaban una trayectoria rostrocaudal hasta llegar a los niveles del puente 
localizándose finalmente entre los tractos de fibras del fascículo longitudinal medial. 
Desde este tracto se encontraron algunas fibras que originaban figuras de tipo 






Figura 3.19. Distribución de las fibras de BDA tras una inyección sobre el área septofimbrial (caso 
LHB 61). A) Dibujo realizado con la cámara lucida del punto de inyección en SFi. B) Inyección de BDA 
en SFi. C) paso de fibras sobre la estría medular. D) Conjuntos de fibras sobre el área infralímbica. E) 







Figura 3.20. Distribución de las fibras marcadas anterógradamente tras una inyección de BDA en 
SFi (caso LHB 61). A) marcaje en núcleo olfativo anterior, parte posterior (AOP). B) Fibras marcadas 
en corteza cingular 1 y 2 (CG1 y CG2). C) Marcaje anterógrado en la corteza retrosplénica. D) 
Abundante marcaje sobre todo el hipocampo anterior. E) Detalle del marcaje sobre SM. F) Banda de 
fibras discurriendo a través de la línea media de septum medial. Barra de calibración: A, B, C, D y F 





Figura 3.21. Distribución de las fibras marcadas anterógradamente tras una inyección de BDA en SFi 
(caso LHb 61). A) Marcaje bilateral en HDB aunque más intenso en un lado. B) Detalle del marcaje 
anterógrado sobre HDB. C) Marcaje anterógrado y también retrógrado en el induseum griseum. D) 
Marcaje en el núcleo lateral posterior (LP), E) Habénula lateral. F) Núcleo paraventricular anterior. 





Figura 3.22. Distribución de las fibras marcadas anterógradamente tras una inyección de BDA en SFi 
(caso LHB 61). A) Fórnix y estría terminal. B) Detalle de la imagen A. C). Área lateral preóptica. D) Área 
paraventricular hipotalámica. E) Área lateral hipotalámica. F) Detalle del marcaje en el área lateral 






Figura 3.23. Distribución de las fibras marcadas anterógradamente tras una inyección de BDA en SFi. 
(caso LHB 61). A) Núcleo posterior hipotalámico. B) Región mamilar. C) detalle del marcaje en el 
núcleo ML. D) Sustancia gris periacuduectal. E) Fibras gruesas anterógradamente marcadas en el 
núcleo rafe pontíno. F) Marcaje discreto en el núcleo incertus. Barra de calibración correspondiente a: 
A, D y E a 200 µm, B 500 µm, C 100 µm, F 50 µm. 
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3.2.1.3 Inyecciones en SL. 
De entre los casos con inyecciones en SL se va a describir el caso LHB62 cuya 
inyección de BDA se centró en LSD, en este caso también se observó una difusión a las 
partes dorsales de LSI (figura 3.24 A). 
Tractos. Desde el punto de inyección se encontraron fibras hacia niveles más 
posteriores integrándose en los tractos, estría medular (figura 3.24 B), así como fibras 
dispersas en la fimbria hipocámpica pero ninguna en el fórnix. 
Corteza. No se encontraron fibras en ninguna de las áreas corticales 
examinadas; área prefrontal, bulbos olfativos principales y accesorios corteza 
retrosplénica. 
Hipocampo. A excepción de las fibras que discurrían a través de la fimbria 
hipocámpica no se encontraron fibras marcadas. 
Ganglios basales. No se encontró marcaje anterógrado en el cuerpo estriado, 
en los tubérculos olfativos ni el núcleo accumbens. 
Septum. Se encontraron fibras anterógradamente marcadas que se extendían 
por el área septal distribuyéndose de forma intensa el septum medial. Se observaron 
gruesas fibras de proyección desde la parte dorsal del septum medial (figura 3.24 C y 
D); hasta HDB. A lo largo de esta vía de proyección se observó que las fibras se 
formaban ovillos terminales sobre el área, aunque en HDB se observó una franja 
intermedia libre de marcaje (figura 3.24 E). 
Amígdala y amígdala extendida. Se observaron algunas fibras dispersas en la 
amígdala anterior cortical (ACo) (figura 3.24 F) también bilateralmente en el núcleo de 
estría terminal en su división posterolateral (BSTMPL) (Figura 3.25 A).  
Tálamo. El marcaje que se observó no era tan intenso y evidente como en el 
hipotálamo. Las fibras marcadas anterógradamente se concentraban en núcleos de la 
línea media, concretamente en la parte anterior del núcleo paraventricular (PVA) y en 
el núcleo reuniens (Re) (figura 3.25 B). A niveles más caudales el marcaje en PVA se 
continuaba en el núcleo paraventricular posterior (PVP). 
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En el epitálamo se observó un marcaje discreto y disperso en todas las 
porciones de la habénula. 
Hipotálamo. En los primeros niveles del hipotálamo se observó un marcaje 
anterógrado denso en al área lateral preóptica (LPO) (figura 3.25 C). En niveles más 
posteriores (entre bregma -0.80 y -1.00)se observó un marcaje intenso que consistía 
en fibras finas de tipo terminal en los núcleos de la división medial, incluyendo el área 
hipotalámica anterior (AHA) y el área perifornical (Pe) (Figura 3.25 D y E). También se 
observó marcaje en el área lateral hipotalámica (LH), formado por ovillos terminales 
cuyas fibras presentaban engrosamientos (figura 3.25 F).Este marcaje, además, se 
presentaba de forma bilateral aunque no tan intenso en el área contralateral. También 
se observó marcaje en el MPO, así como en el núcleo posterior hipotalámico (PH) 
(figura 3.26 A). 
A nivel de bregma ente -3 mm y -4 mm se seguía viendo un fuerte marcaje 
sobre LH, también se observaron fibras finas y dispersas en el núcleo ventromedial 
hipotalámico, así como en tubercinerum y el núcleo dorsomedial hipotalámico. En el 
hipotálamo posterior se encontró marcaje sobre los núcleos mamilares (figura 3.26 B, 
C y D). De un modo preciso, el marcaje en el núcleo supramamilar se localizaba 
exclusivamente en la parte lateral mientras que la parte medial estaba libre de marca.  
Además, a diferencia de las otras inyecciones en SFi, TS o SM, no se observó marcaje 
en los tractos mamilo-tegmentales. 
Tronco cerebral. Se observó claramente marcaje de fibras finas de tipo terminal 
en la PAG, concretamente en una distribución columnar sobre la parte dorsal y 
bilateralmente (figura 3.26 E).También se encontraron fibras dispersas en el rafe 
caudal linear (CLi). Sin embargo, no se encontró ningún tipo de marcaje en los 
colículos,en núcleos interpedunculares (IP) ni en rafe mediano. 
Núcleo incertus. Se encontró alguna fibra dispersa y de forma escasa en la pars 






Figura 3.24. Distribución de las fibras marcadas anterógradamente tras una inyección de BDA en 
septum lateral en el ejemplar LHB 62. A) Punto de inyección en el núcleo dorsal del septum lateral. B) 
Fibras anterógradamente marcadas recorriendo la estría medular. C) Imagen de la distribución de 
fibras anterógrados en septum medial y banda diagonal de broca. D) Detalle del marcaje anterógrado 
en septum medial (MS). E) Detalle de las fibras anterógradamente marcadas en la parte horizontal  
banda diagonal de broca (HDB). F) Fibras terminales en el núcleo anterior cortical amigdalino (ACo). 




Figura 3.25. Distribución de las fibras marcadas anterógradamente tras una inyección de BDA en 
septum lateral en el ejemplar LHB 62. A) Fibras abundantes pero dispersas en la parte posterolateral 
de la división medial de la estría terminal (BSTMPL). B) Marcaje anterógrado en PVA. C) Clúster de 
fibras en la parte más posterior de HDB y con intenso marcaje anterógrado en LPO. D) Fibras 
anterógradamente marcadas dispersas sobre el área perifornical E) Marcaje anterógrado sobre la 
parte anterior del área anterior hipotalámica (AHA). F) Área lateral hipotalámica con intenso marcaje 





Figura 3.26. Distribución de las fibras marcadas anterógradamente tras una inyección de BDA 
en septum lateral en el caso LHB 62. A) Área posterior hipotalámica con abundante marcaje 
anterógrado. B) Imagen del área mamilar mostrando una gruesa banda de fibras 
anterógradamente marcadas. C) Detalle del marcaje en el núcleo mamilar lateral. D) Detalle del 
marcaje en el núcleo mamilar medial. E) Fibras anterógradamente marcadas dispersas sobre PAG. 
F) Fibras terminales anterógradamente marcadas en la porción compacta del núcleo incertus. 
Barra de calibración A, C, D 200 µm, B 300 µm, E y F 100 µm. 
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Análisis de la relación fibras desde SL y neuronas parvoalbúmina positivas 
Tras un análisis inicial de las fibras marcadas mediante el trazador BDA se 
procedió a realizar dobles inmunohistoquimicas con el anticuerpo contra la 
parvoalbumina (PV) en el caso LHb 62, para determinar si existía una relación espacial 
entre las fibras anterógradamente marcadas y las neuronas que expresan la proteína 
ligadora de calcio PV. 
En los niveles rostrales, se observó un denso marcaje consistente en fibras en 
su mayoría finas pero largas. Estas fibras marcadas se encontraban de forma más 
intensa en la porción más lateral del septum medial, aunque se observó claramente 
marcaje anterógrado sobre todo el septum medial incluida la línea media. Esto 
posibilitaba la existencia de aposición entre las fibras eferentes desde septum lateral y 
las neuronas marcadas positivamente para PV. De hecho, la población de neuronas PV 
sobre esta área se localizaba en la línea medial (figura 3.27A y B).En los niveles más 
rostrales del hipotálamo, que incluían el área lateral preóptica(LPO), se observó el 
solapamiento entre neuronas marcadas con PV y fibras marcadas anterógradamente 
de forma muy intensa (figura 3.29C). También se encontraron algunas fibras que 
formaban un clúster de neuronas marcadas positivamente sobre HDB (figura 3.27 
C).También se observaron posibles contactos entre neuronas parvoalbumina positivas 
y fibras marcadas anterógradamente en el área perifornical (figura 3.27 D). 
Cuando continuamos analizando niveles más rostrales, se observaron posibles 
contactos en el área lateral hipotalámica entre fibras BDA positivas y neuronales 
marcadas con parvoalbúmina (figura 3.27 E). Finalmente, también se pudieron 
encontrar figuras de tipo contacto entre fibras BDA y neuronas que contenían PV en la 
parte dorsal del núcleo hipotalámico dorsomedial (DMD) (figura 3.27 F). 
No se encontró ningún tipo de contacto entre neuronas PV y fibras marcadas 





Figura 3.27. Posibles contactos entre las fibras anterógradamente marcadas y las neuronas PV 
positivas tras un doble marcaje en el ejemplar LHB 62. A) Aposición de neuronas PV y fibras 
anterógradamente marcadas en septum medial. B) Detalle de la aposición en el septum medial. C) 
Aposición en la última porción de la banda diagonal medial y el área lateral preóptica. D) Aposición en 
el área perifornical. E) Aposición en la región lateral hipotalámica. E) Aposición en la parte dorsal del 
núcleo mediodorsal hipotalámico (DMD). Barra de calibración A,C,D y E 200 micras, B y F 50 micras. 
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3.2.1.4 Inyecciones en TS. 
De entre las inyecciones en el septum posterior, el caso LHB63 presentaba una 
inyección restringida al núcleo triangular septal TS (figura 3.10 A,D), por lo que la 
descripción que sigue se va a centrar en este ejemplar. 
Tractos Las fibras marcadas anterógradamente se extendían a través del 
encéfalo hacia zonas rostrales a través del área septal y hacia zonas caudales a través 
del fórnix ventralmente desde donde originaban campos de terminales en el 
hipotálamo, la estría medular (sm) dorsalmente originando campos de terminales en el 
epitálamo y el fascículo prosencefálico medial (mfb) que se dirigía hacia el tronco 
cerebral. 
Corteza. Las fibras que seguían una trayectoria hacia las zonas más rostrales del 
cerebro, mostraban primero marcaje sobre LSI, para acabar alcanzando el córtex 
prefrontal (figura 3.28A y B).Este marcaje era exclusivamente ipsilateral. Se podía 
encontrar marcaje sobre todo el córtex prefrontal medial que comprende las áreas 
prelímbica (PrL) e infralímbica (IL) (figura 3.28 B) aunque no todas las áreas 
presentaban igual intensidad en el marcaje. Cg1 y Cg2 mostraban un marcaje débil con 
fibras dispersas dispuestas sobre la capa cortical IV, mientras que las zonas prelímbica 
e infralímbica presentaban un marcaje mucho más intenso en especial la zona 
infralímbica (figura 3.28 D). 
También se pudieron encontrar fibras dispersas marcadas anterógradamente 
en el córtex de transición dorsal y en el córtex peduncular dorsal (DP)(figura 3.28 
C,D).También se pudo observar marcaje anterógrado, formado por ovillos de fibras en 
la parte medial del núcleo olfativo anterior (figura 3.28 C,E) las fibras de esta región 
procedían del tracto de la comisura anterior. 
Hipocampo. En lo referente al hipocampo se observó un marcaje intenso tanto 
en la fimbria hipocámpica como en las partes más caudales del hipocampo (bregma = -
4,30), especialmente concentrado en las capas oriens y radiatum del asta de Amon 
(figura 3.28 F), además del giro dentado. 
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Septum. En las zonas más rostrales del área septal se encontró un marcaje 
anterógrado intenso en el en el septum lateral (LS) aunque algunas divisiones 
presentaban un marcaje diferencial (figura 3.29A y B). La división ventral mostraba el 
marcaje más discreto con finas fibras marcadas anterógradamente (figura 3.29C), 
mientras que las divisiones dorsal e intermedia presentaban un marcaje mucho más 
intenso (figura 3.29 D). Este marcaje se mostraba de forma bilateral, aunque la 
distribución variaba: en el lado contralateral a la inyección el marcaje era más intenso 
en la porción intermedia de septum, mientras que en la porción dorsal el marcaje 
consistía en fibras más dispersas. 
Por el contrario, la porción ventral no presentaba marcaje en el lado 
contralateral a la inyección. Se observó una banda de fibras marcadas 
anterógradamente que descendían verticalmente a lo largo del septum medial a 
ambos lados de la línea media. Esta banda marcaba de forma muy intensa tanto 
septum medial (SM) que presentaba gruesas fibras en su porción más externa (el 
marcaje no era tan intenso sobre la línea media) (figura 3.29 E), el núcleo vertical de la 
banda diagonal (VDB) (figura 3.29 F), así como en la porción horizontal de la banda 
diagonal (HDB) (figura 3.29 G). Este patrón de marcaje se prolongaba sobre todos los 
niveles de septum. En lo que respectaba a la zona contralateral también se pudo 
observar marcaje en las tres zonas SM, VDB y HDB. 
Ganglios basales. Se observaron fibras marcadas anterógradamente en el 
núcleo ventral pálido (VP), estas fibras se dividían tanto en finas y largas como en finas 
fibras formando ovillos. Este marcaje era exclusivamente ipsilateral (figura 3.30A). 
Tálamo. Las fibras que discurrían hacia zonas caudales a través de la estría 
medular originaban un marcaje anterógrado en el epitálamo y en el tálamo dorsal 
(figura 3.28 B). El núcleo que presentaba mayor intensidad de marcaje era el núcleo 
talámico lateral posterior (LPMR), donde se observaron ovillos de fibras finas de tipo 
terminal (figura3.30 C). La habénula también presentaba fibras anterógradamente 
marcadas en ambas partes de la habénula lateral. En este caso el marcaje consistía en 
fibras más dispersas, pudiéndose encontrar tanto pequeños ovillos de fibras como 
gruesas fibras de paso (figura 3.30 D). En ambos casos el marcaje seguía el mismo 
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patrón a través de los diferentes niveles del epitálamo, aunque solo en el caso de 
LPMR el marcaje se presentaba de forma bilateral. 
También se encontró marcaje en otros núcleos epitalámicos: la parte posterior 
del núcleo paraventricular talámico (PVP) (figura 3.30 F), los núcleos mediodorsales 
talámicos (MDM) y el núcleo talámico central medial (CM). 
Hipotálamo. En los niveles más rostrales del hipotálamo s encontraron fibras 
que descendían desde HDB para originar campos de terminales en el área lateral 
preóptica LPO(figura 3.31A). 
En la región hipotalámica preóptica, las fibras marcadas abandonaban el fórnix 
para hacer diana sobre el área preóptica medial (MPA) (figura 3.31 B,C).  
Más caudalmente, el marcaje aparecía en el área hipotalámica anterior (AHA) 
(figura 3.31 D). No se observaron fibras marcadas en el área perifornical. Se observó un 
marcaje anterógrado denso de fibras en el área lateral hipotalámica (LH),aunque este 
marcaje se volvió más discreto en las porciones caudales del núcleo (figura 3.31 E).  
En la región tuberal, se observó marcaje, aunque de forma muy dispersa, en el 
tubercinerum (TC) en su porción más dorsal, junto al fórnix (figura 3.31 F). 
En los cuerpos mamilares se observó una banda de fibras que discurrían en el 
mfb justo hasta los cuerpos mamilares (figura 3.32 A). También se observó un fuerte 
marcaje en los cuerpos mamilares, de forma muy intensa se encontraron fibras 
anterógradamente marcadas en los núcleos supramamilares medial y lateral (SuMM, 
SuML) (figura 3.32 B), en mamilar medial se observó un marcaje evidente en ella parte 
medial (MMM) (figura 3.32 C) y muy denso en la parte lateral (MML)(figura 3.32 D). En 
el mamilar lateral (ML) el marcaje se encontraba fundamentalmente en la parte 
periférica, así como en el núcleo mamilar lateral ML. 
Tronco cerebral.  A lo largo del mesencéfalo no se encontró ningún tipo de 
marcaje anterógrado ni en los colículos ni tampoco en la sustancia gris periacueductal. 
Tampoco en estructuras relacionadas directamente con el sistema analizado como los 
núcleos del rafe o los núcleos interpedunculares. 
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Núcleo incertus. A nivel del puente, se observaron algunas fibras que discurrían 
entre los haces del fascículo longitudinal medial desde donde accedían al núcleo 
incertus. La mayor parte de estas fibras se localizaban en la pars compacta aunque 
también se observaron algunas en la pars disipata (figura 3.32 F). No se observaron 







Figura 3.28. Distribución de las fibras marcadas anterógradamente tras una inyección de BDA en TS 
en el caso LHB 63. A) Dibujo en cámara clara del lóbulo frontal. B) Marcaje en el área prelímbica. C) 
marcaje en el bulbo olfatorio anterior y la zona de transición dorsal. D) Detalle del marcaje en la zona 
de transición dorsal. E) Detalle del marcaje en el bulbo olfatorio anterior. G) Marcaje en el hipocampo. 




Figura 3.29. Distribución de las fibras marcadas anterógradamente tras una inyección de BDA en TS 
en el caso LHB 63. A) Marcaje anterógrado sobre el área septal. B) Marcaje anterógrado sobre el área 
septal. C) Detalle del marcaje en la parte dorsal del núcleo lateral septal. D) Detalle del marcaje 
anterógrado en la porción ventral del núcleo lateral septal. E) Fibras anterógradamente marcadas en 
la porción inferior de septum. G) Detalle de las fibras sobre la banda diagonal de broca. Barra de 





Figura 3.30. Distribución de las fibras marcadas anterógradamente tras una inyección de BDA enSFi 
en el caso LHB 63. A) Esquema de la distribución de fibras anterógradamente marcadas en el 
epitálamo y en núcleos intralaminares. B) Fibras marcadas en paraventricular posterior talámico 
(PVP). C) y D) Marcaje anterógrado en la región medial de la habénula lateral. E) Marcaje de tipo 
terminal en la parte medio rostral del núcleo talámico posterior lateral (LPMR). F) Fibras 
anterógradamente marcadas en el hipotálamo anterior. Barra de calibración correspondiente a: A, C y 




Figura 3.31. Distribución de las fibras marcadas anterógradamente tras una inyección de BDA en SFi 
en el ejemplar LHb 63. A) Esquema de la distribución de fibras en el hipotálamo. B) Marcaje 
anterógrado en LPO. C) Fibras en MPA. D) Marcaje de tipo terminal en AHA. E) Clúster de fibras en LH. 
F) Marcaje anterógrado terminal en la zona del tuber cinereum (TC). Barra de calibración B y E 100 




Figura 3.32. Distribución de las fibras marcadas anterógradamente tras una inyección de BDA en 
SFi en el caso LHB 63. A) Distribución de las fibras en la región mamilar. B) Banda fibras  de tipo 
terminal en el núcleo supramamilar. C) Fibras de tipo terminal en el núcleo mamilar medial. D) 
Marcaje anterógrado en el núcleo mamilar lateral. E) Fibras anterógradamente marcadas en la 
porción dissipata del NI. Barra de calibración A 500 µm, B, C, D y E 50 µm. 
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Análisis entre fibras desde TS y neuronas PV positivas. 
Tras un análisis inicial de las fibras marcadas mediante el trazador mR o BDA se 
llevaron a cabo dobles inmunohistoquímicas con el anticuerpo contra la proteína 
ligadora de calcio PV, para determinar si existían posibles contactos entre las fibras 
que presentaban marcaje y estos grupos neuronales. En los niveles más anteriores se 
observó coincidencia de fibras marcadas sobre un clúster de neuronas PV positivas de 
la tecnia tecta (figura 3.33 A). En el área septal las fibras marcadas descendían sobre la 
línea media de SM y de HDB en la misma zona donde se encontró el marcaje PV del 
septum medial es de destacar que, específicamente, la zona que contenía el marcaje 
anterógrado era la que contenía también las neuronas PV positivas (figura 3.33 B y C). 
Al igual que en HDB, el marcaje anterógrado coincidía con la zona que contenía 
células PV positivas en LPO (figura 3.33 D). A nivel del área lateral hipotalámica, 
además de las fibras marcadas de grueso calibre que discurrían a través del fascículo 
prosencefálico medial se encontraron posibles contactos entre fibras anterógradas y 
neuronas PV positivas (figura 3.33 E). En determinados casos, como el núcleo terete 
hipotalámico, el acúmulo de neuronas PV positivas coincidía con ovillos de marcaje 





Figura 3.33. Posibles contactos entre las fibras anterógradamente marcadas y las neuronas PV 
positivas tras un doble marcaje (caso LHB 61). A) Aposición de neuronas PV con fibras 
anterógradamente marcadas en tecnia tecta (TT). B) Aposición de fibras marcadas con trazador 
anterógrado y neuronas PV positivas a lo largo de todo el septum medial. C) Aposición sobre La banda 
diagonal de Broca. D) Aposición sobre el núcleo LPO.E) Aposición en el área lateral hipotalámica. F) 
Aposición en el núcleo terete hipotalámico. Barra de calibración 100 micras. 
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3.2.2 Inyecciones en habénula 
Se realizaron 8inyecciones de mR en la habénula de las cuales en 3 casos (LHB41, 
LHB38 y RS19) (figura 3.34 A-D) la inyección abarcó la LHb, en 2 casos (LHB11, RS23) las 
inyecciones se centraron en habénula medial (figura 3.34 E) y en n=3 casos (LHB7, 
LHB27 y LHB42, casos control) la inyección se localizó fuera de la habénula en los 
núcleos paraventriculares y mediodorsales talámicos (figura 3.34 F, G).  
El patrón de marcaje anterógrado en todos los casos en que la inyección 
abarcaba la porción medial de la habénula lateral resultó ser muy similar. Se realizó 
una descripción representativa del caso RS19 (figura 3.35 A y B). 
Tractos. La inyección de mR en la división medial de la habénula lateral produjo 
un marcaje anterógrado que cursaba tanto a través de la estría medular (hacia niveles 
diencefálicos) (figura 3.35C,D y E) como del fascículo retroflejo (hacia las zonas 
caudales del encéfalo (figura. 3.35 F). 
Corteza. Se estudiaron regiones de corteza como la corteza cingular y la 
prefrontal que pudieran tener relación con el sistema analizado dado el patrón de 
marcaje que emergía de las demás inyecciones anterógradas y retrógradas, pero en 
ningún caso se pudo encontrar marcaje anterógrado en estas áreas corticales. 
Únicamente cuando el punto de inyección abarcaba los núcleos talámicos mediodorsal 
o paraventricular se pudo observar marcaje cortical. 
Septum. En niveles de Bregma -0,5 mm las fibras anterógradamente marcadas 
dejaban la estría medular para alcanzar la región septal. Tales fibras ingresaban en el 
núcleo septo-fimbrial donde se observó un marcaje de tipo terminal, tal marcaje se 
prolongaba hacia niveles más rostrales originando morfologías de tipo terminal tanto 
en HDB (figura 3.38 A) como en MS  (figura 3.36 B). 
Amígdala y amígdala extendida. Algunas de las fibras rostrales fueron seguidas 
hasta el núcleo de la estría terminal, en su porción medial, generando en él un 
pequeño campo de fibras terminales (figura. 3.36 C), por otro lado también se vieron 




Tálamo. La inyección de mR en la división medial de la habénula lateral produjo 
en primer lugar un marcaje retrógrado en la habénula medial (figura 3.36 E). El 
marcaje de la estría medular se dirigía rostralmente hacia niveles diencefálicos 
anteriores, mostrando campos con morfología de tipo terminal en los núcleos 
anteriores talámicos incluyendo el núcleo antero-ventral talámico, mediodorsal 
talámico y el núcleo paratenial (figura 3.36 F). 
Hipotálamo. Existía una discontinuidad entre el marcaje anterógrado que 
procedía de la sm que se dirigía fundamentalmente al septum y tálamo anterior del 
que originaba proyecciones sobre el hipotálamo.  
Las fibras de este último sistema discurrían a través del fr desde donde se 
dirigían a los niveles caudales del hipotálamo desde donde se dirigían rostralmente 
originando campos terminales a lo largo del hipotálamo.  
Se observó marcaje de tipo terminal en el área lateral hipotalámica y en el área 
lateral preóptica (figura 3.37 A y B). 
En la región mamilar, también se encontró marcaje de tipo terminal en el 
núcleo posterior hipotalámico (PH) localizado entre los fr de los dos lados muy cercano 
al 3V (figura. 3.37 C).Los núcleos mamilares mostraron escaso marcaje pero se podían 
encontrar fibras dispersas en el núcleo ML y también en el SuMM. 
Tronco cerebral. Algunas de las fibras descendentes se dirigían hacia el 
pretectum donde formaban campos terminales en los núcleos precomisurales (PrC) 
situados alrededor de la comisura posterior. Las fibras marcadas del fascículo 
retroflejo se extendían caudalmente para alcanzar los núcleos interpedunculares. La 
mayor parte de fibras en los núcleos interpedunculares cruzaban de un lado a otro 
esta estructura sin observarse, de forma evidente la formación de estructuras de tipo 
terminal (figura 3.37 D).  
Caudalmente a los núcleos interpedunculares, las fibras marcadas adquirían 
una trayectoria de ventral a dorsal para alcanzar el rafe mediano donde se observaron 
figuras similares a ovillos terminales (figura 3.37 E).  
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El rafe mediano presentaba un marcaje uniforme muy intenso. Además, se 
observaron fibras en el rafe paramediano más abundantes en el lado ipsilateral que en 
el contralateral a la inyección. Estas fibras pasaban entre los tractos del fascículo 
longitudinal medial para alcanzar la región periacueductal originando un campo de 
terminales en el rafe dorsal. 
Núcleo incertus. Las fibras del rafe dorsal se dirigían más caudalmente para 
formar un intenso campo de terminales en el núcleo incertus, tanto en la pars 
compacta, como en la pars disipata (figura 3.37 F). El marcaje anterógrado en esta 
región dejaba libre tanto los núcleos tegmentales dorsales como el núcleo de 






Figura.3.34. Puntos de inyección de mR y BDA en habénula. Las inyecciones fueron restringidas para 
los casos RS19 y RS23, se presenta una inyección que abarca parcialmente la porción medial de la 
habénula lateral caso LHB 41 y por último se muestra un caso control, inyección en paraventricular 




Figura 3.35. Distribución de las fibras de mR tras una inyección sobre la porción medial de la 
habénula lateral (caso RS19). A) Dibujo del nivel del punto de inyección. B) Punto de inyección sobre 
la porción medial de la habénula lateral. C) Marcaje anterógrado que cursaba a través de la estría 
medular .D) Detalle del marcaje anterógrado sobre la estría medular. E) Marcaje anterógrado que 
cursaba a través de la estría medular. F) Fascículo retroflejo paso de las fibras a través del diencéfalo. 





Figura 3.36. Distribución de las fibras mR tras una inyección sobre la porción medial de la 
habénula lateral (caso RS 19). A) Banda diagonal de broca (HDB). B) Fibras gruesas 
anterógradamente marcadas en el Septum medial (MS). C) Núcleo de la estría terminal. D) Amígdala 
anterior. E) Marcaje retrógrado intenso en la habénula medial. F) Abundante marcaje de fibras 





Figura 3.37. Distribución de las fibras (flechas) en distintas áreas tras una inyección de mR en la 
porción medial de la habénula lateral (caso RS 19). A) Marcaje en LPO. B) Marcaje anterógrado en el 
núcleo lateral hipotalámico (LH). C) campos de tipo terminal en el núcleo posterior hipotalámico (PH). 
D) Fibras marcadas en los núcleos interpedunculares (IP), se observa que la mayor parte de las fibras, 
en vez de originar campos de tipo terminal, originan fibras que cruzan de un lado al otro. E) Rafe 
mediano MnR. F) Núcleo incertus. Barra de calibración 100 µm. 
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Fibras terminales en NI, doble inmunofluorescencia con marcador sináptico. 
Para determinar si las proyecciones desde la LHb hasta el NI estaban asociadas 
directamente a sinapsis, se realizó doble inmunofluorescencia para sinaptofisina y mR 
en el caso RS23 (figura 38 A). Mediante el uso de la microscopia confocal, se analizaron 
las proyecciones de la Hb hacia las diferentes áreas cerebrales, observando fibras 
marcadas positivamente con mR que presentaban colocalización con sinaptofisina 
sobre las regiones de interés LPO (figura 3.38 B-D), núcleo posterior hipotalámico PH 
(figura 3.39 A, D-D2)), rafe mediano (figura 3.39 B, E-E2) y NI (figura 3.39 C, F-F2). En 
estas preparaciones se observaban amplios espacios no marcados que se 
correspondían con estructuras post sinápticas. El estudio se realizó en secciones de 
scan simples de 0.5 µm. El marcaje de sinaptofisina se presentaba únicamente en las 5 





Figura 3.38. Colocalización de las fibras eferentes de la porción medial de la habénula lateral con 
sinaptofisina en el área lateral preóptica (LPO) (caso RS 23). Dibujos de la inyección y del área de 





Figura 3.39. Colocalización de sinaptofisina en fibras marcadas mediante inyección en habénula 
lateral.  Dibujos de cámara clara mostrando las áreas de colocalización en (A) posterior hipotalámico 
(PH), B) rafe mediano (MnR) y C) núcleo incertus (NI). (D-D2) Colocalización (flechas) de trazador con 
sinaptofisina en PH. (E-E2) Colocalización de trazador con sinaptiofisina en MnR. (F-F2) Colocalización 
de trazador con sinaptiofisina en NI. Barra de calibración 50μm. 
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3.2.3 Inyecciones LPO. 
Se realizaron 7 inyecciones de mR en LPO, de las cuales 4 eran pequeñas 
inyecciones restringidas sobre la zona (casos RS27, LHB28,LHb12 y HAI19) y en 3eran 
casos control (HAI18, LHB33 y LHB37) en estos casos la inyección se localizó fuera de 
LPO, concretamente sobre MPO y sobre el núcleo preóptico ventromedial VMPO 
(figura 3.40 A, B y C). 
En LPO se obtuvieron inyecciones muy restringidas de mR, de 
aproximadamente 150 µm de diámetro (casos RS 27, LHB 28 y LHB 12) (figura 3.40E y 
D) que proporcionaban un marcaje anterógrado escaso pero muy específico. Por otro 
lado, también se obtuvieron algunas inyecciones más extensas (350 µm 
aproximadamente) pero restringidas a LPO (caso HAI19) (figuras3.41 C y 3.41 A) que 
proporcionaban abundante marcaje anterógrado de tipo terminal. La descripción que 
sigue está basada en el estudio del caso HAI 19 (figura 3.41 A). 
Tractos. En sentido rostral las fibras discurrían a través del fascículo 
prosencefálico medial (mfb) hacia los niveles septales. En sentido caudal las fibras se 
dirigían primero dorsalmente para integrarse, a continuación en la estría medular 
hasta el tálamo. 
Corteza. Se realizó una búsqueda pormenorizada de marcaje anterógrado en 
las áreas corticales relacionadas con el sistema como la corteza prefrontal o la cingular, 
sin embargo no se encontraron fibras marcadas en estas localizaciones. 
Septum. Se observó una banda de fibras concentradas en la región septal 
abarcando tanto MS como VDB y HDB (figura 3.41 B). En niveles más caudales de la 
región septal se observó una región libre de terminales marcados en la porción central 
de HDB (figura 3.41 C) que se correspondía con la localización de las neuronas 
colinérgicas de HDB. Además se observó el detalle que las fibras marcadas en MS se 
concentraban en la parte más lateral dejando la parte más medial libre de marca 
(figura 3.41 D).  
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En la región del septum posterior también se podían encontrar fibras marcadas 
en el núcleo SFi de forma bilateral y también sobre TS, el débil marcaje sobre 
triangular septal se sitúa ipsilateral a la inyección (figura3.42 A y B). 
Amígdala y amígdala extendida. Otro grupo de fibras se dirigía caudal y 
lateralmente desde el punto de inyección en LPO hasta la amígdala originando un 
campo de terminales en el núcleo intraamigdalino de la estría terminal (BSTIA) (figura 
3.42 C) y en la parte anterior BLA. 
Tálamo. Las fibras que procedentes del punto de inyección discurrían 
dorsalmente hasta alcanzar la estría medular discurrían, a continuación 
longitudinalmente hasta llegar a la habénula. En esta localización se observó un 
marcaje anterógrado muy intenso en la subdivisión medial de la habénula lateral 
(figura3.42 D y E). 
También se encontró un fuerte marcaje sobre el núcleo talámico 
paraventricular (figura 3.42 F), este marcaje era de fibras cortas, finas y dispersas, pero 
presentaban engrosamientos característicos de las fibras terminales. El marcaje se 
distribuía fundamentalmente en las partes más anteriores y no en las posteriores. Se 
analizaron también los núcleos intralaminares de la línea media pero no se encontró 
marcaje ni en el núcleo romboide ni en el reuniens. Estas fibras discurrían dorsalmente 
hacia el tálamo distribuyéndose en los núcleos talámicos: parte medial del núcleo 
mediodorsal talámico (figura 3.43 A), así como la parte central del núcleo mediodorsal 
talámico (figura 3.43 B). 
Además de los núcleos talámicos de naturaleza emocional, en el tálamo dorsal, 
las fibras anterógradamente marcadas también originaban campos de terminales en la 
zona incerta (porción ventral) del subtálamo (figura 3.43 C). 
Hipotálamo. En su trayectoria hacia la estría medular en sentido caudal, se 
observaron fibras que, partiendo del punto de inyección sobre LPO, originaban campos 




En el hipotálamo se observó marcaje anterógrado fundamentalmente en la 
región lateral, tanto en área lateral hipotalámica como en el tubercinereum (figura 
3.43 D). En ambas zonas, el marcaje anterógrado consistía en fibras gruesas de paso. 
Todo el marcaje en el hipotálamo se trataba de marcaje ipsilateral. El marcaje era, no 
obstante, escaso en las divisiones mediales, tanto en el área hipotalámica anterior 
como en el núcleo ventromedial hipotalámico, con escasas fibras terminales. 
Las fibras hipotalámicas con trayectoria caudal alcanzaban la región mamilar 
generando campos de terminales en el núcleo posterior hipotalámico (PH) (figura 3.43 
E), la (ML) y el (SuMM). Por el contrario no se observaron fibras marcadas en los 
núcleos premamilares a pesar de si encontrarlas en la región mamilar. 
Tronco cerebral. Un grupo de estas fibras procedentes de los núcleos 
mamilares tomaba una trayectoria dorsal para formar un campo difuso de fibras 
marcadas en PAG, se trataba de escasas fibras difusas sobre la porción más caudal de 
PAG. 
Núcleo incertus. Otras fibras cursaban caudalmente en el fascículo 
prosesncefálico medial y posteriormente en el mesencéfalo se dirigían dorsalmente sin 
entrar en los núcleos interpedunculares y alcanzaban primero el núcleo del rafe 
pontino donde formaban plexos densos similares a terminales y posteriormente el 





Figura 3.40. Puntos de inyección de mR sobre la el área lateral preóptica (LPO). A y B Dibujos de las 
inyecciones en cámara lucida sobre los diferentes niveles de LPO.(C-F) Las inyecciones fueron 




Figura 3.41. Distribución de las fibras de mR en área septal tras una inyección sobre el área lateral 
preóptica LPO (caso HAI19). A) Dibujo en cámara clara del punto de inyección sobre LPO B) Porción 
ventral de septum. C) Detalle de HDB carente de fibras. D) Fibras sobre la parte más lateral de medial 





Figura 3.42. Distribución de las fibras de mR tras una inyección sobre LPO (caso HAI 19).A) Flechas 
indicando fibras de mR sobre el núcleo TS. B) Detalle de las fibras sobre TS. C) Fibras sobre BSTIA. D) 
Ovillos de fibras terminales sobre LHB. E) Detalle de los ovillos de fibras terminales sobre LHB. F) fibras 





Figura 3.43. Distribución de las fibras de mR tras una inyección sobre LPO (caso HAI 19).A) Fibras en 
parte medial del núcleo mediodorsal talámico. B) Fibras en la parte central del núcleo mediodorsal 
talámico. C) Fibras en la zona incerta. D) Fibras en la región del tuber cinereum. E) Fibras en el área 
posterior hipotalámica. F) fotos de las fibras marcadas anterógradamente en el núcleo incertus. Barra 




3.2.4 Inyecciones en núcleos interpedunculares 
Se realizaron 3 inyecciones de mR en los núcleos interpedunculares (IP) (casos 
LHB14, RFS12, LHB59) (figura 3.44A) de las cuales 2 eran pequeñas inyecciones 
restringidas a la división rostral de la estructura (casos LHB12, figura 3.44 B y LHB14, 
figura 3.44 C) y en un caso (LHB59, figura 3.46 D) la inyección se localizó fuera de IP, 
concretamente sobre el núcleo posterior. 
Las inyecciones restringidas en IP sin difusión hacia regiones adyacentes 
(ninguna difusión fue observada) mostraron un patrón definido de conexiones en el 
diencéfalo (tálamo e hipotálamo) y mesencéfalo. 
Tractos. Desde el punto de inyección en los núcleos interpedunculares las fibras 
viajaban hacia las partes más anteriores del mesencéfalo a través del tracto tegmental 
central  aunque también se observaron fibras en el fascículo retroflejo (figura 3.45 A).  
Corteza. Dada su posible relación con el sistema se estudió la posibilidad de 
marcaje anterógrado en el córtex prefrontal, cingular, hipocampo y amígdala, pero no 
se observó ningún marcaje en ninguna de estas áreas. 
Estriado. Hacia los niveles rostrales, a nivel de Bregma 1,70 aproximadamente, 
las fibras marcadas formaban grandes clúster de ovillos de fibras terminales sobre la 
parte del “Shell” del núcleo acumbens (AcbSh) en la zona del estriado, así como fibras 
agrupándose junto al ventrículo, que correspondían al cuerpo del núcleo acumbens 
(figura 3.45 B) 
Septum. Cuando se analizó la región septal, no se observaron bandas de fibras 
recorriendo la región de forma vertical sobre la línea media como en otras inyecciones. 
En este caso se constató la presencia de dos zonas marcadas a ambos lados de la 
región septal, que correspondían a la parte intermedia del septum lateral (LSI) (figura 
3.45 C), donde las fibras se agrupaban en ovillos terminales. No se observó ningún otro 
marcaje en la región septal a excepción de fibras muy dispersas que discurrían a través 
SM y HDB donde se localizó un marcaje de fibras tortuosas con arrosariamientos de 
tipo terminal (figura 3.45 D). Las fibras que se localizaban en la región septal 
presentaban un marcaje bilateral. 
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El marcaje anterógrado se concentraba en el septum anterior. Respecto al 
septum posterior, no se observaron fibras marcadas ni en SFi ni tampoco en TS. 
Amígdala y amígdala extendida. A diferencia de LPO, septum o habénula, no se 
observó ningún marcaje en amígdala basolateral, medial o extendida. 
Tálamo. Cuando se analizó el tálamo, el marcaje se concentraba sobre la 
porción medial de la habénula lateral (LHb), este marcaje se observó de forma 
bilateral, donde además se encontraron neuronas retrógradamente marcadas (figura 
3.45 E y F). También se observó algún ovillo de fibras de tipo terminal en la parte 
mediorostral del núcleo posterior lateral talámico.  
Hipotálamo. En la parte más anterior de la región hipotalámica, las fibras 
marcadas anterógradamente se concentraban de forma dispersa en el área lateral 
preóptica(LPO) donde se observaban fibras gruesas de paso que presentaban 
engrosamientos característicos de las fibras terminales (figura 3.46 A), también se 
observó marcaje discreto en el área preóptica medial (MPA) así como sobre su parte 
anterior (AMPO) (fig 3.46 B). Hacia niveles hipotalámicos más caudales, se observaron 
fibras marcadas en el área lateral hipotalámica (LH) (figura 3.46C y D). También se 
observaron ovillos e tipo terminal en el núcleo lateroanterior hipotalámico (LA) (figura 
3.46 E) y en el tubercinerum (TC) (figura 3.46 F) este marcaje consistió en finas fibras 
dispersas que ascendían a través del hipotálamo llegando a mostrar marcaje en la zona 
incerta (ZI) (figura 3.47 A), aunque este marcaje era muy disperso. 
En la parte rostral del mesencéfalo se observaron fibras anterógradamente 
marcadas en el área ventral tegmental (VTA) (figura 3.47 B). Este marcaje se 
continuaba más rostralmente en el hipotálamo posterior, donde se encontraron fibras 
marcadas que se concentraron sobre los núcleos mamilares, tanto mamilar (MM), 
lateral mamilar (LM) como supramamilar (SuM) (fig 3.47C, D, E). 
Tronco cerebral. No se observó marcaje anterógrado en los colículos aunque sí que se 
encontraron algunas fibras marcadas en PAG. Sobre la misma zona también se observó 
marcaje sobre el núcleo mesencefálico profundo DpMe. 
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Núcleo incertus. En dirección caudal las fibras alcanzaban el núcleo incertus (NI) 
originando estructuras puntiformes o tortuosas de tipo terminal (fig 3.47F-G). El 
marcaje se localizaba tanto en la parte compacta como en la disipata no se observaron 








Figura 3.44. Puntos de inyección en los núcleos interpedunculares (IP). A) Dibujo de la extensión de 
los puntos de inyección en Bregma -6.30. B) Caso LHB12, C) caso LHB14, D) caso LHB59. Barra de 







Figura 3.45 Distribución de las fibras anterógradas tras una inyección de mR en los núcleos 
interpedunculares. A) Paso de fibras a través de del fascículo retroflejo (fr). B) Fibras marcadas en el 
núcleo de acumbens. C) Marcaje en LSI. D) Marcaje sobre HDB. E) Marcaje retrogrado en Hb. F) 





Figura 3.46. Distribución de las fibras de mR tras una inyección en los núcleos interpedunculares. A) 
LPO. B) Área medial preóptica. C) Dibujo del área hipotalámica con marcaje. D) Área lateral 




Figura 3.47. Distribución de las fibras de mR tras una inyección en los núcleos IP. A) Zona incerta. 
B) Área ventral tegmental. C) Marcaje en la región mamilar. D) Núcleo mamilar lateral. E) Núcleo 
mamilar medial. F) Núcleo supramamilar medial. G) Esquema del marcaje en el NI. H) Fibras 























En el presente estudio se han identificado las proyecciones descendentes desde 
el septum (telencéfalo) y áreas del diencéfalo hasta el NI en el cerebro de rata. Los 
resultados sugieren la existencia de un sistema de proyecciones recíprocas que 
conecta núcleos diencefálicos y telencefálicos entre sí y con el NI. En este trabajo, 
utilizando inyecciones de trazadores anterógrados y retrógrados se ha demostrado 
que diferentes partes del septum; septum medial/banda diagonal de broca (MS/DB), 
septum lateral (LS), núcleo septofimbrial (SFi) y el núcleo triangular septal (TS); así 
como los núcleos diencefálicos, porción medial de la habénula lateral (mLHb), área 
lateral preóptica (LPO) y del tronco, los núcleos interpedunculares (IP) proyectan sobre 
el NI en el tegmentopontino en el tronco cerebral. Todos ellos reciben proyecciones 
ascendentes desde el NI, por tanto, las proyecciones descendentes sugieren una 
retroalimentación entre núcleos telencefálicos y diencefálicos con el NI. Con este 
trabajo hemos configurado un mapa detallado de proyecciones aferentes y eferentes 
del NI. Además, hemos demostrado mediante microscopia confocal, que las 
proyecciones aferentes desde la mLHb así como LPO hacen contacto sináptico sobre 
las neuronas del NI.  
Las proyecciones aferentes al NI fueron descritas por primera mediante el uso 
de trazador retrógrado, en rata. No se encontraron diferencias en el marcaje 
retrógrado entre las inyecciones que abarcaban las dos subregiones del NI (pars 
compacta o parsdisipata) (Goto et al., 2001). Las aferentes de Goto coinciden 
fundamentalmente con las descritas en el presente trabajo, con algunas diferencias 
que serán discutidas en esta sección.  
La relevancia de estas conexiones reside en que, gracias a ellas, se observa la 
existencia de un flujo circular de información que afecta a todos los nodos del sistema 
desde el telencéfalo al tronco cerebral. Según el nuevo modelo que se describe en el 
presente estudio, la funcionalidad del sistema no estriba en un flujo unidireccional de 
la información en un vértice del cual estaría el NI sino en una red de componentes que 
tienen a las proyecciones recíprocas como elemento básico de organización. La función 
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no dependerá tanto en un nodo particular sino en la coherencia del sistema como un 
todo. 
4.1 Proyecciones desde septum. 
En este estudio se han identificado con detalle las proyecciones descendentes 
hacia el NI desde distintos subnúcleos septales mediante el marcaje retrógrado y 
anterógrado (niveles de Bregma +1,80 mm a Bregma -0,70mm), confirmando estudios 
previos (Goto et al., 2001). Sin embargo, en este trabajo referimos una proyección 
desde LS a NI que no había sido descrita anteriormente, quizá debido a su baja 
intensidad a diferencia de las proyecciones desde otras áreas septales. 
4.1.1 Septum medial 
En general se ha considerado que el septum medial es la principal fuente de 
proyecciones al hipocampo y desde esta óptica se ha analizado su funcionalidad. En el 
presente trabajo se ha enfatizado el hecho de que además el septum medial es una 
fuente importante de proyecciones hacia estructuras subcorticales del diencéfalo y el 
tronco, lo que incluye el núcleo incertus, lo cual permite visualizar un patrón funcional 
diferente (figura 4.1). 
 




Conexión descendente a diencéfalo 
Las primeras descripciones de conexiones desde MS/DB hasta hipotálamo, 
identificaron como diana las neuronas histamina positivas del núcleo posterior 
hipotalámico, utilizando doble marcaje de trazador anterógrado (phaseolus vulgaris 
leucoagglutinium, PHA-L) con inmunohistoquímica para histamina descarboxilasa 
(Wouterlood et al., 1988). Más tarde, mediante el uso combinado de trazadores 
retrógrados con inmunocitoquímica para proteínas ligadoras de calcio se identificaron 
conexiones desde neuronas calretinina (CR) positivas en el MS/DB hasta los núcleos 
supramamilares (Borhegyi and Freund, 1998). 
Conexión a tronco del encéfalo. 
Las conexiones descendentes desde MS/DB hasta el tronco cerebral fueron 
descritas por primera vez utilizando inyecciones de aminoácidos tritiados en MS/DB. 
En este artículo se describe un marcaje anterógrado en el núcleo del rafe y en el área 
ventral tegmental (VTA) (Swanson and Cowan, 1979). En estudios posteriores, 
inyecciones de marcador retrógrado tanto en el rafe mediano como en el rafe 
paramediano confirmaron estas conexiones descendentes (Behzadi et al., 1990). No se 
ha comprobado mediante trazador anterógrado la existencia de proyecciones desde el 
septum medial sobre el VTA. Por otro lado, también se han descrito proyecciones 
desde MS/DB hasta el núcleo tegmental laterodorsal (LDTg) (Cornwall et al., 1990). 
Recientemente, han sido identificadas en ratón proyecciones descendentes desde 
MS/DB hasta la región pontina central gris, mediante el uso como trazador de virus 
adenoasociados (AAV) expresando proteína verde fluorescente 
(AllenBrainAtlas,http://connectivity.brain-ap.org/proyection/experiment/100141597). 
En nuestro estudio confirmamos estas proyecciones desde el MS/DB y HDB 
hasta las distintas zonas del tronco del encéfalo, pero, además de los estudios de 
Cornwall, nuestros resultados indican que MS/DB proyecta al NI que no había sido 
considerado anteriormente. 
La estimulación eléctrica en MS/DB evoca disparos en neuronas en el NI de 
ratas anestesiadas (Ma et al., 2013), lo cual demuestra la funcionalidad de la conexión 
MS/DB con NI. En este caso, la estimulación eléctrica del MS/DB provocaba un 
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aumento de respuestas ortodrómicas en el NI, sugiriendo que la estimulación del MS 
induce la liberación de un neurotransmisor excitatorio en el NI. Es interesante destacar 
que nuestros estudios muestran que muchas de las proyecciones MS-NI proceden de 
neuronas CR-positivas, este hecho indica que una parte de estas neuronas son 
glutamatérgicas (Sánchez-Pérez et al., 2013). 
Las neuronas CR positivas del MS proyectan hasta los núcleos supramamilares 
(Borhegyi and Freund, 1998) y a su vez reciben proyecciones descendentes desde la 
corteza entorrinal (Leranth et al., 1999). Además, en nuestro grupo hemos 
demostrado, que estas neuronas se activan específicamente tras la administración oral 
de metilfenidato, un fármaco utilizado clínicamente en el tratamiento de trastornos de 
atención e hiperactividad (Garcia-Aviles et al., 2015).  
En general, las neuronas CR positivas se han considerado GABAégicas (Conde et 
al., 1994; del Rio and DeFelipe, 1997; Barinka and Druga, 2010). No obstante, se han 
descrito algunos casos de proyecciones CR positivas que son glutamatérgicas; por 
ejemplo proyecciones entorrinales (Leranth et al., 1999)(Leranth et al., 1999)(Leranth 
et al., 1999)(Leranth et al., 1999)(Leranth et al., 1999)y desde los núcleos 
supramamilares al MS/DB (Leranth et al., 1999) y desde el TS hasta la habénula medial 
(Sperlagh et al., 1998). 
El MS/DB se compone de diferentes grupos neuronales en las subregiones 
vertical (VDB) y horizontal (HDB). Además, las neuronas en este núcleo están 
organizadas en bandas, donde las neuronas no colinérgicas de la línea media 
presentan una actividad electrofisiológica distinta a la de las neuronas situadas 
lateralmente (Peterson, 1994; Kiss et al., 1997). Nuestros datos describen proyecciones 
descendentes desde las dos subregiones, horizontal y vertical. En particular, hemos 
descrito que las neuronas del HDB que proyectan al NI son ChAT-negativas y CR 
positivas (Sanchez-Perez et al., 2014) y se localizan en regiones más profundas que 
proyectan al hipocampo, la amígdala y el corteza (Senut et al., 1989). La proyección 
septal descendente hasta el NI que se ha descrito en el presente trabajo no es tan 
densa como su análoga ascendente desde el NI, hecho que será discutido en el 
contexto general de la red global de proyecciones del sistema.  
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4.1.2 Septum posterior. 
Del mismo modo que el septum medial ha sido clásicamente ligado a sus 
proyecciones sobre el hipocampo, el septum posterior ha sido analizado 
frecuentemente desde la perspectiva de sus proyecciones sobre habénula a través de 
la estría medularis. Sin dejar esta perspectiva, en el presente trabajo se han detallado 
proyecciones sobre el diencéfalo y el tronco, incluyendo el NI lo que contextualiza de 
un modo más global el patrón funcional de esta estructura.  
Conexión a Diencéfalo 
Aunque existen pocos trabajos que se centren en las proyecciones eferentes 
del septum posterior, existe un consenso en que el septum posterior es el origen de las 
proyecciones de la stria medullaris hasta la habénula en el diencéfalo, la cual a su vez 
proyecta a los núcleos interpedunculares a través del fascículo retroflejo. Todas estas 
estructuras reciben proyecciones directas desde el NI (Goto et al., 2001; Olucha-
Bordonau et al., 2003).  
Inyecciones de trazadores anterógrados en el SFi generan un marcaje de fibras 
en MS/DB y en los núcleos supramamilares (Risold and Swanson, 1997), dos de los 
componentes bien conocidos por su participación en el sistema de control ascendente 
del ritmo theta (McNaughton et al., 1995; Pan and McNaughton, 1997; Vertes and 
Kocsis, 1997). En este trabajo también aportamos datos sobre proyecciones desde el 
SFi hasta el NI, lo que reforzaría, a su vez, la hipótesis de la participación del NI en el 
sistema de control ascendente del ritmo theta. 
Proyecciones desde el núcleo TS hasta la habénula medial (MHb) y de aquí 
hasta los núcleos IP están implicadas en la modulación de determinados procesos de 
ansiedad (Yamaguchi et al., 2013), todas estas estructuras, a su vez, están inervadas 
por el NI (Goto et al., 2001; Olucha-Bordonau et al., 2003). Es plausible que los efectos 
ansiolíticos y antidepresivos de la administración central de un agonista de la relaxina-
3, el neuropéptido producido por las neuronas del NI (Ryan et al., 2013a), esté 
mediado por su efecto en estas áreas. 
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Conexión con el tronco del encéfalo. Núcleo incertus 
Es importante considerar las proyecciones desde el septum posterior hasta las 
áreas colindantes al NI. En este estudio hemos observado marcaje anterógrado sobre 
PDTg, LDTg y en los núcleos de Barrington. Estas proyecciones parecen ser paralelas a 
las proyecciones bidireccionales que llegan desde el complejo mamilar (Hayakawa and 
Zyo, 1989; Hayakawa and Zyo, 1990), que están relacionadas con los movimientos de 
orientación de la cabeza (Blair et al., 1997). Al igual que las células de lugar (place cells) 
las células de orientación de la cabeza en el hipocampo, están directamente 
relacionadas con el ritmo theta (Brandon et al., 2013). 
4.1.3 El ritmo theta del hipocampo y vías bidireccionales 
Las proyecciones ascendentes subcortico-hipocampales tienen un papel muy relevante 
en la regulación del ritmo theta hipocámpico (Vertes and Kocsis, 1997). En particular, 
se ha descrito que la actividad theta generada por el núcleo reticularis pontis oralis 
(RPO) enel tronco encefálico está mediada por los núcleos del rafe mediano, los 
núcleos supramamilares y por el MS/DB (Peterson, 1994). Estudios detallados de esta 
vía sugieren que cada uno de estos centros regula un aspecto específico del ritmo 
theta hipocámpico; el rafe mediano está implicado en la desincronización (Kinney et 
al., 1994; Vertes et al., 1994; Kinney et al., 1995; Kocsis and Vertes, 1996); los núcleos 
supramamilares modulan la frecuencia (McNaughton et al., 1995; Kocsis and Vertes, 
1997); y el MS está considerado, no sin cierta controversia, como marcapasos (Nerad 
and McNaughton, 2006; Varga et al., 2008; Hangya et al., 2009) de la actividad theta. 
Nerad y McNaugthon (2006) observaron una serie de discrepancias en la sincronía 
entre el MS/DB y el hipocampo y propusieron que la concepción de “marcapasos” 
debía de sustituirse por “un conjunto funcionalmente diferenciado de componentes en 
lugar de una sola unidad homogénea”. Exista un alto grado de complejidad en la 
generación y modulación de theta. La consideración de las proyecciones descendentes 
desde el septum al NI añade una nueva dimensión en la modulación de los ritmos 
hipocampales mediante este sistema de proyecciones recíprocas ascendentes y 
descendentes. Avalando esta hipótesis, se ha demostrado una elevada coherencia 
entre los disparos de las neuronas del NI, (particularmente aquellas que expresan 
relaxina3) y el ritmo theta hipocámpico. De hecho, la mayor parte de neuronas 
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relaxin3 positivas del NI disparan en la fase ascendente del ritmo theta hipocámpico 
mientras que las neuronas relaxin3 negativas disparan sin ninguna relación con las 
distintas fases del theta (Ma et al., 2013). 
4.1.4 Implicaciones de las conexiones bidireccionales NI-Septum en el control 
de la conducta 
Las proyecciones neurales desde MS/DB y el septum posterior contactan con 
neuronas GABAérgicas en el NI. EL MS/DB participa en la modulación de una amplia 
gama de funciones cerebrales. Lesiones o inactivaciones reversibles de MS/DB en ratas 
tiene un efecto ansiolítico, demostrado en dos paradigmas de ansiedad en el “shock-
probeburying test” (Menard and Treit, 1996), y en el laberinto elevado en cruz 
(Lamprea et al., 2010). Esto apoyaría la hipótesis en la que el NI participa en la 
modulación de circuitos que controlan la ansiedad a través de sus conexiones 
recíprocas con el MS/DB. Además, las proyecciones descendentes que describimos 
permitirían al MS/DB y el septum posterior modular el efecto que el NI ejerce en otros 
centros telencefálicos que controlan la ansiedad como es la corteza prefrontal (Ryan et 
al., 2011; Farooq et al., 2013). 
Se ha propuesto que las proyecciones septohipocámpicas son el principal 
componente del “sistema de inhibición comportamental” (McNaughton and Gray, 
2000). Esta hipótesis propone la existencia de un sistema que compara los eventos 
ocurridos con los esperados y cuando se produce una discrepancia entre lo que sucede 
y lo que se espera, el sistema detendría la actividad programada y posiblemente 
reduce la actividad en el futuro. De acuerdo con este punto de vista, si las señales 
externas inesperadas se interpretan como una amenaza, las acciones de la vía 
septohipocámpica podrían promover la ansiedad en respuesta a estas señales. El 
sistema de proyecciones recíprocas hipocampo-septum-NI podría constituir un 
componente de dicho sistema de comparación. 
Por otro lado, diferentes trabajos confirman el papel del MS/DB y sus 
interacciones septohipocampales en conducta de exploración, navegación espacial y 
reconocimiento de objetos (Poucet, 1989; Poucet and Buhot, 1994; Okada and Okaichi, 
2010). La existencia de proyecciones descendentes desde MS/DB hasta el NI y de 
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proyecciones ascendentes desde el NI hasta el hipocampo, representan un circuito 
cerrado que podría actuar como un todo a la hora de generar mapas cognitivos tanto 
internos como externos. La administración de un antagonista del receptor de relaxina-
3 en el septum resulta en alteraciones de la memoria espacial de trabajo en un test de 
alternancia espontanea (Ma et al., 2009). En relación con los resultados que se 
presentan en este trabajo, estos datos podrían interpretarse como una disrupción de 
la proyección NI-MS y avalan que esta proyección regula la función hipocámpica en la 
tarea de memoria espacial de trabajo. 
En este sentido, también un trabajo reciente de nuestro grupo, señala que los 
agonistas de relaxin3 producen específicamente la activación de las neuronas 
colinérgicas del septum medial induciendo la fosforilación de erk. En el septum medial 
la mayor parte de neuronas colinérgicas expresaban el receptor RXFP3 de relaxin3. 
Además tal activación se producía a la vez que aumenta la actividad locomotora basal 
y que se producía una eliminación de la capacidad discriminativa entre un brazo no 
visitado y uno novel en el test de alternancia espontánea (Albert-Gasco et al., 2016). 
La participación del núcleo incertus y su sistema de señalización relaxin3/rxfp3 
en procesos cognitivos también se ha comprobado en tests de memoria espacial. El 
silenciamiento reversible del NI afecta a la capacidad de adquisición y rescate de la 
memoria espacial en la piscina de Morris (Nategh et al., 2015). 
El núcleo incertus también ejerce una función facilitadora de la potenciación a 
largo plazo (LTP) que se obtiene en el giro dentado por estimulación de alta frecuencia 
en el área entorrinal (Nategh et al., 2016). LTP es el fenómeno electrofisiológico de 
plasticidad que subyace a los procesos de adquisición de memoria. En este caso, el 
control descendente del septum sobre el NI, que ha sido detallado en el presente 
estudio, podría ejercer una acción moduladora secundaria sobre la proyección del NI 
sobre el hipocampo. 
El circuito autoregulador entre el MS y el NI también podría afectar a otras 
conexiones entre núcleos telencefálicos. Por ejemplo, la estimulación del NI puede 
inhibir la actividad en corteza prefrontal y bloquearla LTP inducida por la estimulación 
tetánica del hipocampo ventral (Farooq et al., 2013). Por otra parte, las dos 
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subregiones del MS, vertical y horizontal proyectan a áreas diferentes, MS/VDB 
proyecta principalmente al hipocampo y HDB a la amígdala (Woolf and Butcher, 
1982)).  
En este aspecto, el hipocampo ventral es la parte del hipocampo, junto a la 
corteza prefrontal y la amígdala, que está más relacionada con aspectos emocionales 
de determinados procesos cognitivos, como es la extinción del miedo condicionado 
dependiente de contexto (Hobin et al., 2006; Ishikawa and Nakamura, 2006; Ji and 
Maren, 2007; Sierra-Mercado et al., 2011). 
Finalmente, el papel del septum se ha asimilado generalmente al hipocampo, y 
se ha dejado al margen su posible acción sobre la amígdala. La amígdala recibe 
también una proyección desde el NI (Santos et al., 2016). Por otra parte, la amígdala 
recibe una proyección colinérgica desde HDB y el núcleo basal (Hecker and Mesulam, 
1994) que son áreas que proyectan al NI de acuerdo con los presentes datos. Por lo 
tanto, se considera que el sistema septal modula al unísono hipocampo y amígdala 
directamente e indirectamente a través del NI.  
4.2 Proyecciones del área preóptica. 
El área preóptica abarca una gran extensión de la región hipotalámica y se 
divide en área medial preóptica (MPO) y área lateral preóptica (LPO). A su vez el LPO 
consta de tres regiones: región rostral heterogénea (rLPO), el núcleo preóptico 
ventrolateral (VLPO) y la región caudal (cLPO) (Kowski et al., 2008). 
El esquema de proyecciones descendentes desde LPO que ha sido observado 
en el presente estudio abarca la parte horizontal de la banda diagonal, septum medial, 




Figura 4.2. Esquema del sistema de proyecciones desde LPO. 
El área preóptica del hipotálamo ha sido relacionada con la regulación de una 
gran variedad de funciones fisiológicas, incluyendo los estados de sueño/vigilia 
(Boulant, 1981; McGinty and Szymusiak, 2001), procesos de termogénesis (Addae et 
al., 1986; Hugie et al., 1992), así como la de ingesta de agua (Blass and Epstein, 1971; 
Blass, 1974) entre otras. 
En trabajos previos, se ha observado que LPO contiene neuronas que expresan 
corticotropin releasing factor (CRF) y que proyectan al N I(Ma et al., 2013). 
La literatura describe proyecciones muy abundantes desde LPO a la LHb 
(Kowski et al., 2008) y al área lateral hipotalámica (Barone et al., 1980). En ambos 
casos las proyecciones eran recíprocas, resultados que coinciden totalmente con las 
observaciones de este trabajo. No obstante, por las búsquedas que se han realizado, 
no se han encontrado referencias acerca de las proyecciones desde LPO hasta el área 
septal. Sin embargo, nuestros resultados mostraron proyecciones muy abundantes 
desde LPO hasta el MS/DB, así como de forma más dispersa hasta el SL y SFi. Por otro 
lado, se han descrito proyecciones eferentes de LPO sobre el núcleo paraventricular 
del hipotálamo (Larsen et al., 1994), lo que coincide con nuestras observaciones. El 
resto de las proyecciones que se describen en nuestros resultados son dispersas y poco 
abundantes. Otros estudios describen proyecciones GABAérgicas desde la región 
preóptica hasta regiones monoaminérgicas del tronco, en las que se incluyen el locus 
169 
 
coeruleus, el núcleo dorsal del rafe y del hipotálamo, los núcleos tuberomamilares 
(Steininger et al., 2001; Uschakov et al., 2007). En nuestros resultados no observamos 
ninguna proyección sobre el locus coeruleus ni sobre el rafe dorsal. Una posible razón 
de la no coincidencia de nuestros resultados podría deberse a que nuestras 
inyecciones se restringieron a LPO y no incluyeron el MPO. Nuestros resultados 
también describen proyecciones hasta el área posterior hipotalámica y los núcleos 
mamilares, pero no se encontraron datos anteriores sobre estas descripciones. Por 
último, en este trabajo se describe una proyección dispersa y no muy abundante sobre 
NI, utilizando trazadores anterógrados y retrógrados. Estos resultados coinciden con 
los publicados por Goto que utilizó inyecciones de trazador retrógrado desde NI (Goto 
et al., 2001).  
4.2.1 Área lateral preóptica, sueño 
Varios de los mecanismos relacionados con la generación de comportamientos 
de sueño/vigilia pueden encontrarse distribuidos a lo largo de la región preóptica. 
Muchos trabajos en la década de los 80 demostraron que el área preóptica contenía 
neuronas que se activaban de forma específica durante las ondas lentas relacionadas 
con los periodos de sueño (neuronas SWS-on) y que por el contrario se encontraban 
inactivas durante los periodos de actividad (Ogawa and Kawamura, 1988; Szymusiak 
and McGinty, 1989). Además, se ha encontrado que distintas lesiones en esta área 
resultan en diferentes niveles de pérdida de sueño (Szymusiak, 1995).  
En particular, el LPO ha sido considerado como uno de los "centros del sueño" y 
desempeña un papel importante en la iniciación y mantenimiento del sueño. Lesiones 
electrolíticas o neurotóxicas en el área producen una pérdida de sueño de forma 
profunda y persistente (estados de insomnio) (Asala et al., 1990; John and Kumar, 
1998; Lu et al., 2000), en contraste con la generación de ondas lentas que tiene lugar 
cuando se estimula eléctricamente este área, (STERMAN and CLEMENTE, 1962; 
Benedek et al., 1982; Ticho and Radulovacki, 1991). Esta estimulación no solo genera 
ondas lentas en animales anestesiados, sino que también tiene lugar en modelos 
animales despiertos y en movimiento (STERMAN and CLEMENTE, 1962). Por otro lado, 
la expresión de c-Fos aumenta en el VLPO durante el "sueño de recuperación" después 
de un corto período de privación del sueño (Steininger et al., 2001).  
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En capítulos anteriores ya se analizó la participación del NI en el sistema de 
activación ARAS. Una de las principales funciones de este sistema está relacionada con 
la gestión de los procesos de activación y sueño. Teniendo en cuenta que LPO y NI 
comparten dianas de proyección dentro de este sistema podemos hipotetizar que la 
conexión LPO-NI puede formar parte de estos procesos de activación/sueño. 
Los datos más recientes indican que efectivamente existe una correlación entre 
la actividad del NI y la actividad locomotora. Nuestro grupo ha demostrado que, 
efectivamente, la infusión de un agonista de relaxin3 aumenta la actividad locomotora 
en un laberinto en “T” (Albert-Gasco et al., 2016). También la microestimulación 
eléctrica del NI induce un aumento en la actividad locomotora (Farooq et al., 2016). 
Además, la activación específica del NI aumenta significativamente la asincronía 
cortical, que es un elemento indicativo del grado de activación (“arousal”) así como los 
mecanismos de atención (Ma et al., 2016). Por ello se postula que la proyección desde 
LPO hasta NI va a ejercer fundamentalmente una acción inhibitoria. 
4.2.2 Área lateral preóptica-NI: sed 
Otra de las funciones fisiológicas relacionadas con LPO son los procesos de sed. 
la ingesta de agua se induce en los mamíferos tras el vaciado de los compartimentos 
intracelulares y extracelulares del cuerpo (Fitzsimons, 1971). Inyecciones de salino 
hipertónico en LPO inducen la ingesta de agua (Blass and Epstein, 1971; Blass, 1974). 
Por otro lado la rehidratación de LPO mediante inyecciones de agua destilada atenúan 
la ingesta de bebida inducida por hipertonia sistémica (Blass and Epstein, 1971). Las 
neuronas de LPO responden ante la administración oral de agua y salino (Sessler and 
Salhi, 1983). También en monos no anestesiados, se ha demostrado que la actividad de 
las neuronas de LPO y del área lateral hipotalámica se ve alterada durante la ingesta de 
agua (Vincent et al., 1972).  
Así pues, estos estudios sugieren que LPO contiene elementos osmosensitivos 
que reciben información neural asociada con la ingesta de agua y a su vez la controlan. 
De hecho, una lesión electrolítica bilateral en LPO elimina la sed causada por la 
deshidratación celular (Vincent et al., 1972; Scott et al., 1986). 
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El NI y su sistema de señalización no ha sido relacionado con las conductas de 
ingesta de agua, pero si con la ingesta de alcohol y azúcar aunque desde la perspectiva 
de la adicción (Ryan et al., 2013b; Ryan et al., 2014). 
4,2,3 Área lateral preóptica-NI, termogénesis 
Otra de las funciones relacionadas con LPO son los procesos de termogénesis. 
La generación de tejido adiposo marrón es un importante efector de la termogénesis y 
se activa por medio del sistema nervioso simpático durante exposiciones al frio, o 
durante periodos de un incremento de ingesta de energía (Foster and Frydman, 1978; 
Perkins et al., 1981; Addae et al., 1986). La termogénesis está influenciada por varios 
núcleos hipotalámicos, entre ellos el núcleo ventromedial. La estimulación eléctrica o 
química de este núcleo activa el tejido adiposo marrón, tanto en ratas anestesiadas 
como en ratas no anestesiadas (Addae et al., 1986; Hugie et al., 1992) y su inhibición 
por medio de inyecciones de anestesia local (lidocaína) suprime la respuesta 
metabólica ante la exposición al frio por parte del área preóptica (Imai-Matsumura and 
Nakayama, 1987). Así pues, las señales eferentes del área preóptica transmiten la 
información captada hasta áreas que inician la respuesta termogénica (activación del 
tejido adiposo marrón). 
4.2.4 Área lateral preóptica-NI: estrés 
Además de su liberación en la eminencia media, el factor de liberación de 
corticotropina (CRF) producido por grupos neuronales discretos del hipotálamo, 
amígdala y amígdala extendida constituye uno de los principales péptidos que median 
en la respuesta de estrés (Koob, 1999). Los circuitos neurales que subyacen estos 
mecanismos todavía no han sido completamente identificados, pero en LPO se han 
encontrado neuronas doblemente marcadas para CRF y para fluorogold tras inyección 
del trazador en el NI (Ma et al., 2013).  
LPO es particularmente sensible al estrés agudo, y al contrario que otros 
centros del cerebro que también responden al estrés (septum ventrolateral, núcleo 
paraventricular hipotalámico, rafe mediano, núcleo del tracto solitario y locus 
cerouleus), éste no muestra una desensibilización, es decir, otros núcleos muestran 
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una reducción en los niveles de expresión de c-Fos tras nueve días de estrés continuo, 
mientras que las neuronas de LPO no (Stamp and Herbert, 2001). 
El NI presenta una gran densidad del receptor 1 de CRF (CRFR1) (Potter et al., 
1994; Bittencourt and Sawchenko, 2000). Concretamente las neuronas RLN3 positivas 
co-expresan el CRFR1 y se activan, lo que se refleja en incrementos de c-Fos, tras 
inyecciones intracerebroventriculares de CRF (Tanaka et al., 2005). Además, el test de 
natación forzada en ratas eleva los niveles de expresión de RLN3 mRNA y esta 
expresión se ve atenuada con un pretratamiento a nivel sistémico de un antagonista 
para CRFR (Banerjee et al., 2010). Por todo ello, el NI se ha identificado como un 
posible centro de acción para el CRF que puede mediar las respuestas al estrés (Ryan 
et al., 2011). 
Así pues, el NI media respuestas al estrés mediante sus receptores, pero la 
generación de CRF ha de llevarse a cabo en uno o varios núcleos que presenten 
proyecciones eferentes hasta NI.  
Por todo lo citado anteriormente y dado que LPO y NI comparten muchas 
dianas de proyección, es posible que ambos núcleos forman parte del sistema que 
recibe la información acerca del estrés induciendo respuestas comportamentales 
apropiadas. 
4.3 Proyecciones de habénula 
En el presente estudio ha quedado constatada la existencia de proyecciones 
recíprocas entre el NI y habénula. En los trabajos previos se había observado la 
existencia de proyecciones desde el NI a habénula(Goto et al., 2001; Olucha-Bordonau 
et al., 2003). También se observó mediante trazadores retrógrados que habénula 
podría proyectar al NI. Con los datos presentes esta proyección descendente ha sido 
caracterizada mediante trazador anterógrado y se ha comprobado mediante marcaje 
doble con sinaptofisina. 
En el presente trabajo se han observado proyecciones desde el área medial de 
la habénula lateral al septum, LPO, área lateral hipotalámica, núcleos mamilares, 
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Figura 4.3. Esquema global de las conexiones eferentes de la parte medial de la habénula lateral. 
La habénula es una estructura localizada en la región epitalámica del 
diencéfalo. En mamíferos la habénula es simétrica y se localiza en la porción 
posteromedial del tálamo dorsal, junto al tercer ventrículo. La habénula se subdivide 
en habénula medial (MHb) y lateral (LHb) (Andres et al., 1999; Quina et al., 2015) y 
cada división muestra diferentes conexiones anatómicas(Herkenham and Nauta, 1977; 
Herkenham and Nauta, 1979). La MHb presenta proyecciones dispersas y su principal 
eferencia sobre los núcleos IP, mientras que la LHb tiene eferentes más diversos, sobre 
el tegmentum del tronco del encéfalo (los núcleos del rafe, o la sustancia gris pontina, 
rafe pontino) y el hipotálamo lateral y posterior (Herkenham and Nauta, 1979) 
(Sutherland, 1982; Araki et al.,1988).  
La estría medular es la vía principal de entrada de información a la habénula, 
así como el fascículo retroflejo es la principal vía de salida hacia diferentes estructuras 
mesencefálicas(Sutherland, 1982) 
El interés sobre las diversas funciones de la habénula ha aumentado durante 
los últimos años. En humanos y ratas, lesiones en esta estructura junto a la glándula 
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pineal se correlacionan con procesos de esquizofrenia (Sandyk, 1992; Lecourtier et al., 
2004). En particular, se ha demostrado una correlación positiva entre la cantidad de 
calcificaciones en la habénula y la glándula pineal con manifestaciones de esta 
enfermedad (Sandyk, 1992; Caputo et al., 1998). Por otra parte, el abuso en el 
consumo de cocaína y otras anfetaminas ha sido identificado como factor de riesgo 
para la esquizofrenia (Kelly and Murray, 2000), es interesante que el tratamiento con 
estas drogas en modelos animales resulte en una disminución del tamaño del fascículo 
retroflejo, principal vía de salida de las proyecciones de habénula, dando lugar a 
estados muy similares a los síntomas de la esquizofrenia (Ellison, 1994; Ellison, 2002). 
Aunque los modelos animales no reproducen de forma completa la esquizofrenia, 
pueden imitar diferentes síntomas de la enfermedad.  
4.3.1 Habénula Lateral 
Las proyecciones eferentes desde la LHb fueron descritas por primera vez 
usando inyecciones de aminoácidos tritiados en el complejo habenular (Herkenham 
and Nauta, 1979). Un trabajo reciente utilizando partículas víricas AAV que expresan 
proteína fluorescente verde ha permitido pormenorizar el esquema de proyecciones 
eferentes (Quina et al., 2015).  
Este estudio describe patrones de proyecciones desde LHb que coinciden 
fundamentalmente con los descritos en el presente trabajo, sin embargo, en esta tesis 
encontramos tres diferencias fundamentales: 
I) Las proyecciones hasta los núcleos IP. En el trabajo de Quina se describe una 
proyección desde la LHb hasta IP, concretamente hasta las porciones rostral y caudal, 
sin embargo, este marcaje fue asociado a una infección del virus sobre una pequeña 
porción de la parte ventral de la MHb que sí proyecta sobre este área (Hsu et al., 
2013). Nuestros resultados basados en inyecciones de trazador anterógrado 
restringidas a LHb, revelan la existencia de estas proyecciones. Una posible causa de 
esta discrepancia podría deberse a que nuestras inyecciones se restringieron a la 
mLHb. Por otro lado, otros autores describen en un estudio con trazador retrógrado en 
los núcleos IP marcaje en la DB y en el complejo LHb, apoyando nuestros resultados 
(Albanese et al., 1985). 
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II) Otra diferencia es la proyección desde la LHb hasta el NI, en su análisis Quina 
et al. describen como eferentes caudales de LHb las proyecciones al núcleo central del 
rafe, la parte interfascicular del núcleo dorsal del rafe e incluyen de forma amplia pero 
inespecífica al NI. Nuestros resultados demuestran que el NI es un núcleo 
independiente que recibe proyecciones abundantes desde mLHb. Además, se 
demostró que estas eran fibras terminales mediante colocalización de marcaje 
anterógrado y marcaje para sinaptofisina en neuronas del NI mediante un estudio 
confocal. Así mismo, nuestros resultados de inyecciones de trazador retrógrado en el 
NI demostraron que éste envía proyecciones hasta la mLHb, lo cual implica una 
comunicación directa y recíproca entre ambos núcleos. 
III) Finalmente, en lo referente a las proyecciones hipotalámicas los trabajos de 
Nauta. Sus resultados describen eferencias rostrales que viajan a través del medial 
forebrain bundle hasta los núcleos hipotalámicos lateral, posterior y dorsomedial, el 
área LPO y el LS, estas fibras viajan lateramente hasta la pars compacta de la sustancia 
nigra (Herkenham and Nauta, 1979). Nuestro trabajo describe un patrón de 
proyecciones hipotalámicas similar, con la excepción de las proyecciones hasta el área 
septal, donde encontramos además proyecciones dispersas sobre el núcleo SFi y el 
MS/DB. Una posible causa de esta discrepancia podría deberse al abundante paso de 
las fibras a través del fascículo retroflejo, lo que dificulta la discriminación entre fibras 
de paso y fibras que marcan núcleos. Además, en nuestros análisis encontramos que la 
mLHb recibe una proyección directa desde la MHb, proyección que no había sido no 
descrita anteriormente. 
Estudios recientes indican que la LHb inhibe las señales de recompensa 
mediadas por dopamina. En un estado de recompensa positivo la actividad de 
habénula se encuentra disminuida, por el contrario, en un estado de recompensa 
negativo (como por ejemplo la no obtención de un estímulo gratificante esperado) la 
actividad de la habénula aumenta (Matsumoto and Hikosaka, 2007a).  
La porción medial de la LHb (mLHb) es un área importante entre el telencéfalo 
límbico y el mesencéfalo (R.J. Sutherland, 1982). Muchos estudios sugieren que juega 
un papel importante en la organización y/o regulación de comportamientos 
relacionados con el sueño (Haun et al., 1992; Valjakka et al., 1998) y ritmos circadianos 
(Zhao and Rusak, 2005), las respuestas de estrés (Carboni et al., 1998; Sugama et al., 
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2002), el dolor (Plenge et al., 2002), el apetito (Sandyk, 1991) y los comportamientos 
reproductivos (Silver et al., 1996). 
 
4.3.2 Vía LHb- RMTg-VTA 
Nuestros datos muestran que la LHb proyecta sobre VTA, además se sabe que 
es una proyección excitatoria (Geisler et al., 2007). Las neuronas dopaminérgicas en 
VTA se activan ante señales que predicen la llegada de una recompensa, mientras que 
las neuronas de LHb disparan en ausencia de una recompensa esperada o en presencia 
de un castigo. Este circuito implica al núcleo rostromedial tegmental (RMTg), conocido 
como la cola GABAérgica de la VTA (Perrotti et al., 2005; Jhou et al., 2009). Este núcleo 
controla la actividad de VTA, la pars compacta de la sustancia negra, el locus coeruleus 
y los núcleos del rafe puesto que sus interneuronas suprimen el sistema 
dopaminérgico (Matsumoto and Hikosaka, 2007b; Matsumoto and Hikosaka, 2008; 
Matsumoto and Hikosaka, 2009a; Matsumoto and Hikosaka, 2009b). También se ha 
propuesto la participación de la vía LHb-VTA en los procesos de aprendizaje 
denominados indefensión aprendida en ratas en modelos de depresión (Li et al., 
2011); así como en la mediación de los efectos aversivos tras la administración de una 
dosis aguda de cocaína (Jhou et al., 2013). 
4.3.3 Vía LHb-NI-MNR-IP 
Los resultados obtenidos en este trabajo mediante el uso de trazadores 
anterógrados y retrógrados demostraron también conexiones recíprocas entre de la 
LHb y el NI lo cual refleja una posible participación en las funciones uno del otro. 
Un aspecto interesante es la posible relación de la LHb con el sistema 
mesencefálico núcleo incertus-rafe mediano- núcleos interpedunculares; propuesta 
por (Goto et al., 2001). Los tres núcleos comparten dianas de proyección, entre las que 
se incluyen: la parte lateral del núcleo mediodorsal talámico, el área lateral 
hipotalámica, el septum medial, el área ventral tegmental, núcleos supramamilares, el 
núcleo posterior hipotalámico y la formación hipocampal (Groenewegen et al., 1986; 
Vertes et al., 1999). 
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De forma especialmente intensa la LHb proyecta a los núcleos IP (Herkenham 
and Nauta, 1977; Herkenham and Nauta, 1979) y el NI, según confirmamos en 
nuestros resultados. Así pues, podemos hipotetizar que la LHb también participa en 
este sistema de regulación mesencefálico. 
Para esclarecer un poco la posible función de dicha red de núcleos es necesario 
primero analizar los roles funcionales particulares. El núcleo mediano del rafe y los 
núcleos IP parecen estar implicados en el control de la inhibición del comportamiento 
locomotor; lesiones en núcleo de rafe mediano (Geyer et al., 1976; Asin et al., 1979) y 
lesiones electrolíticas en núcleos IP (Hentall and Gollapudi, 1995) dan lugar a un 
aumento en la actividad locomotora. Efectos similares se obtienen por la inyección del 
agonista GABAérgico muscimol en rafe mediano (Paris and Lorens, 1987; Wirtshafter 
et al., 1987). También hay estudios que relacionan el complejo habenular con la 
actividad voluntaria y la función motora (Hsu et al., 2014). 
En los últimos dos años se ha evidenciado un papel del NI en la actividad 
locomotora, bien por inyección icv de agonistas de RXFP3 (Albert-Gasco et al., 2016), 
bien mediante microestimulación del núcleo incertus (Farooq et al., 2016) (ya se ha 
citado anteriormente), bien por estimulación a través de partículas AAV-DREAAD que 
activan el núcleo incertus (Ma et al., 2016). Todos estos trabajos señalan una acción 
directa del núcleo incertus y su sistema relaxin3 en la actividad locomotora, por tanto 
la acción de rafe mediano, núcleos interpedunculares y habénula podría ser mediada a 
través del núcleo incertus. 
También se ha documentado un papel del complejo habenular con respuestas 
al estrés térmico (Ootsuka and Mohammed, 2015). Cuando la temperatura baja por 
debajo del umbral seguro, el sistema genera diversas acciones fisiológicas a través del 
sistema autónomo para su supervivencia. Una de estas acciones es la vasoconstricción 
de los vasos cutáneos. La estimulación de la habénula con el antagonista GABAérgico 
bicuculina estimula la vasoconstricción de los vasos, de forma independiente de la 
temperatura corporal, sugiriendo que la habénula debe de ser importante en la 
generación de estas respuestas (Ootsuka and Mohammed, 2015). Otra de las 
respuestas fisiológicas del organismo ante procesos agudos o crónicos de estrés, es la 
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producción de interleukina 18 (IL-18). La IL-18 es una citoquina proinflamatoria y se 
produce en el cerebro y en la corteza adrenal tras la activación del eje hipotalámico-
pituitario-adrenal. Sugama y colaboradores demostraron que el estrés agudo y crónico 
aumenta la expresión de IL-18 en el complejo habenular, así como su proyección a los 
núcleos IP. Estos datos sugieren que IL-18 puede participar en la modulación de las 
respuestas de estrés en la habénula (Sugama et al., 2002). Dadas las proyecciones 
desde habénula al NI, que han sido detalladas en el presente trabajo, el núcleo 
incertus podría mediar una respuesta generalizada en procesos inflamatorios activados 
por IL18. 
4.3.4 Regulación de la oscilación theta hipocámpica vía habénula lateral 
La relación entre la LHb y el rafe mediano resulta de especial interés debido a la 
reciente comprobación de su implicación en la regulación del ritmo theta hipocámpico 
(Hsiao et al., 2012; Aizawa et al., 2013; Bland et al., 2016). La existencia de una relación 
funcional entre la habénula y el hipocampo ya ha sido constatada en artículos previos 
a pesar de la ausencia de proyecciones directas entre ambas estructuras. La lesión de 
la habénula deteriora el aprendizaje de memoria espacial dependiente del hipocampo 
(Lecourtier et al., 2004; Lecourtier and Kelly, 2005)y disminuye el potencial de campo 
del ritmo theta (Valjakka et al., 1998). Por otro lado, la estimulación eléctrica de LHb 
activa las células piramidales del hipocampo indirectamente, por vías serotoninérgicas. 
La estimulación a baja frecuencia de la habénula lateral produce un incremento tanto 
en amplitud como en frecuencia de los disparos de las neuronas piramidales del 
hipocampo. Este efecto, además, quedaba anulado por la inyección intraperitoneal de 
un antagonista serotoninérgico (Sabatino et al., 1987). Por lo que se deduce de este 
procedimiento que la acción de habénula sobre el hipocampo debería ser a través de 
los núcleos del rafe, en nuestro estudio, también se plantea que esta acción de 
mediación podría realizarse a través de proyecciones del núcleo incertus sobre el 
hipocampo o a través de proyecciones del núcleo incertus sobre neuronas 
serotoninérgicas que proyectan al hipocampo. 
Estudios previos también sugieren que la tasa de disparo de las neuronas 
serotoninérgicas del rafe mediano puede variar dependiendo de la frecuencia y 
duración de la estimulación de LHb (Wang and Aghajanian, 1977; Ferraro et al., 1996) 
179 
 
afectando a la liberación de serotonina (Kalen et al., 1989). Dado que la mLHb proyecta 
específicamente al rafe mediano (Herkenham and Nauta, 1979; Kalen et al., 1989) y 
teniendo en cuenta la actividad serotoninérgicas durante la oscilación theta 
hipocámpica (Siok et al., 2006), ésta podría encontrarse regulada por la actividad 
oscilatoria observada en LHb (Aizawa et al., 2013). Por lo tanto, es interesante 
considerar que la aparición de tal sincronía en los disparos de la vía habénula-rafe 
pueda modular globalmente las actividades neuronales en las regiones cerebrales que 
muestran una oscilación theta durante el comportamiento con carga emocional, como 
el caso del miedo condicionado (Seidenbecher et al., 2003; Narayanan et al., 2011). 
Por otro lado, se ha visto que demuestran que las neuronas serotoninérgicas 
del núcleo del rafe mediano disparan en fase con el ritmo theta hipocámpico (Kocsis 
and Vertes, 1997; Viana Di Prisco et al., 2002). Así mismo, la estimulación del núcleo 
del rafe produce la reducción, de forma muy considerable, de este ritmo (Vertes, 
1981). 
Además, la presencia de una actividad en fase (phase-locking) en LHb 
específicamente durante el sueño REM, apoyaría la hipótesis de que la LHb participa 
en la regulación del theta hipocámpico por medio de su actividad oscilatoria. 
Apoyando esta visión, se ha observado una estrecha asociación temporal entre los 
disparos de LHb y la actividad oscilatoria en el hipocampo. La lesión de la habénula 
acorta la duración de los episodios theta tanto en animales despiertos como dormidos, 
por lo que se postula un papel de la habénula en el mantenimiento del estado theta 
(Aizawa. Hidenori et al., 2010; Aizawa et al., 2013). 
La habénula recibe proyecciones desde el MS/DB (Herkenham and Nauta, 1979; 
Groenewegen et al., 1986), conexiones que se han podido confirmar en el presente 
trabajo. El MS ha sido considerado el marcapasos del ritmo theta hipocámpico (Vertes 
and Kocsis, 1997), aunque esta visión ha sido sustituida por un modelo según el cual es 
la coherencia del sistema la que permite la generación y mantenimiento del ritmo 
theta (Nerad and McNaughton, 2006). En este sentido las proyecciones descendentes 
desde MS/DB sobre habénula (Herkenham and Nauta, 1979) y sobre el NI (Sánchez-
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Pérez et al., 2013) permite postular que el sistema funcionaría como un circuito de 
retroalimentación más que como una red unidireccional. 
 
4.4 Núcleo interpeduncular 
Nuestros datos indican la existencia de proyecciones desde los núcleos 
interpedunculares al núcleo incertus, lo que se ha comprobado tanto mediante 
marcaje retrógrado con inyección en el núcleo incertus como mediante trazado 
anterógrado mediante inyección en el núcleo interpeduncular. 
El núcleo interpeduncular (IP) es una estructura altamente conservada en todos 
los vertebrados. Es un único núcleo localizado en la línea media de la parte ventral del 
mesencéfalo. En la rata este núcleo se sitúa justo por encima de la glándula pituitaria, 
y limita, en su parte anterior, con los cuerpos mamilares hipotalámicos, en su parte 
posterior por el núcleo pontino, y dorsalmente por el VTA y por el núcleo del rafe 
mediano (Paxinos and Watson, 1982; Paxinos and Watson, 1997). 
4.4.1 Aferentes al IP 
Sin embargo, en este trabajo hemos descrito proyecciones desde la mLHb hasta 
los núcleos IP que no habían sido mencionadas por Groenewegen, el cual solo describe 
proyecciones desde MHb. 
Así pues el complejo habenular aporta la mayor parte de aferencias al núcleo IP 
a través de la vía del fascículo retroflejo (Herkenham and Nauta, 1979). Además el 
núcleo IP recibe proyecciones de algunas áreas septales (Villani, 1996); del área 
hipotalámica, de los núcleos mamilares, el hipocampo o los núcleos del rafe y del NI 
entre otros (Hamill and Jacobowitz, 1984; Hamill and Fass, 1984; Shibata et al., 1986; 
Dinopoulos et al., 1989). 
4.4.2 Eferentes desde IP 
En lo que referente a las proyecciones desde IP, existen eferencias en dirección 
rostral, hasta estructuras que forman parte del sistema límbico, así como en dirección 
caudal, principalmente hasta los núcleos del rafe y PAG (Hayakawa et al., 1981; 
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Groenewegen et al., 1986). Las inyecciones de trazador anterógrado han revelado un 
patrón de marcaje que coincide fundamentalmente con el descrito en el presente 
trabajo. Según este patrón, los núcleos interpedunculares proyectan l núcleo incertus, 
núcleo supramamilar, habénula, área lateral hipotalámica, LPO y septum (figura 4.4). 
 
 
Figura 4.4. Patrón de proyecciones de los núcleos interpedunculares. 
Una diana caudal importante de IP es el núcleo ventral tegmental de Gudden 
(Hayakawa et al., 1981), el cual presenta abundantes proyecciones recíprocas sobre el 
núcleo mamilar medial. Experimentos de electrofisiología mostraron que las células de 
este núcleo disparaban rítmicamente y de forma coherente con el ritmo theta (Kocsis 
et al., 2001). 
Una de las principales aportaciones de este trabajo es referente a las 
proyecciones recíprocas entre IP y NI. Existen descripciones previas de aferencias al NI 
desde IP (Hamill and Jacobowitz, 1984; Hamill and Fass, 1984; Shibata et al., 1986; 
Dinopoulos et al., 1989) y proyecciones de IP hasta los núcleos del rafe (núcleos 
próximos al NI) (Klemm, 2004) sin embargo, nuestros datos revelan una conexión entre 
IP y NI recíproca y este dato no había sido descrito anteriormente. 
En lo referente a las proyecciones en dirección rostral, encontramos que el 
septum es la principal diana, generando marcaje de tipo terminal en LS, MS y HDB. 
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Estos resultados coinciden con datos anteriores (Montone et al., 1988; Klemm, 2004). 
También en trabajos anteriores se documentan proyecciones desde IP hasta el 
hipocampo (Baisden et al., 1979; Montone et al., 1988), no obstante en nuestras 
descripciones estas proyecciones son dispersas y poco abundantes. Sin embargo, en el 
presente trabajo se describen proyecciones desde IP sobre el estriado, concretamente 
en el núcleo acumbens y sobre áreas hipotalámicas, no descritas anteriormente. 
Hemos detallado proyecciones sobre las áreas LPO y MPO, así como el área lateral 
hipotalámica, lateroanterior hipotalámica, el tubercinerum y la zona incerta (esta 
última en el subtálamo).  
Todo esto sugiere que los núcleos IP participan en circuitos de información 
proveniente de áreas cerebrales telencefálicas y troncoencefálicas, modulando con 
procesos cognitivos y emocionales. 
4.4.3 Papel del sistema habénula-interpeduncular en procesos adictivos y de 
recompensa 
Una de las principales funciones asociadas a los núcleos IP es su participación 
junto a la Hb en procesos de recompensa y adicción (Koob and Volkow, 2010; Tuesta et 
al., 2011). Concretamente la vía Hb-IP ejerce un importante control en la respuesta 
cerebral a la nicotina. Tanto habénula como el núcleo interpeduncular expresan una 
alta concentración de los receptores nicotínicos de acetilcolina (nAChR) (Aizawa et al., 
2012; Shih et al., 2014).Algunos de estos receptores han sido asociados en estudios 
genéticos con la vulnerabilidad a la dependencia al tabaco en humanos (Salas et al., 
2004; Jackson et al., 2008). Las subunidades α5 y β4 median la mayor parte de los 
efectos aversivos en el síndrome de abstinencia de la nicotina. También se ha 
observado, aunque no de forma tan específica para la vía Hb-IP, una elevada expresión 
de la subunidad α2 en los núcleos IP, así como en áreas límbicas y el cuerpo estriado, 
áreas que se saben relacionadas con los procesos de adicción y recompensa (Ishii et al., 
2005). Así mismo, las manifestaciones somáticas de abstinencia por la nicotina se 
presentan alteradas en ratones knock out para la subunidad α2 del receptor de nAChR 
(Salas et al., 2009). 
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El efecto del núcleo incertus en la adicción al tabaco no ha sido explorado. Sin 
embargo, si se ha documentado su papel en la adicción al alcohol fundamentalmente 
relacionado al proceso de recaída. En este sentido se ha demostrado que la 
administración icv de un antagonista del receptor RXFP3 disminuye la auto 
administración de alcohol de un modo dosis dependiente y atenúa la recaída inducida 
por señal y por estrés después de la extinción (Ryan et al., 2013b). Parte de este efecto 
se obtiene también por infusión directa del antagonista en el núcleo de la estría 
terminal (Ryan et al., 2013b). Del mismo modo, existe una correlación entre los niveles 
de expresión del ARNm de relaxin3 y los niveles de ingesta de alcohol y sacarosa en el 
núcleo incertus y también en áreas del hipotálamo. Estos datos indican que la 
expresión de relaxin3 en el núcleo incertus está asociada con la ingesta de sustancias 
altamente recompensantes (Ryan et al., 2014). La existencia de proyecciones 
descendentes desde interpeduncular y habénula sobre el núcleo incertus podría 
subyacer al papel del núcleo incertus en procesos de recompensa. 
4.5 Otras posibles proyecciones descendentes sobre el NI. 
En el presente estudio se ha observado marcaje retrógrado en el córtex 
prefrontal y en los núcleos supramamilares tras inyección de fluorogold en el NI. Sin 
embargo, aunque se han realizado algunas inyecciones de trazador anterógrado en 
estas zonas con resultados positivos no se han considerado en el actual esquema dada 
la extensión del trabajo. No obstante, si se considera pertinente esbozar la relevancia 
que éstas proyecciones pueden tener en el contexto global de las funciones del 
sistema. 
4.5.1 Proyecciones desde la corteza prefrontal al NI 
Aunque las conexiones desde corteza prefrontal no son el foco principal de esta 
tesis, es interesante discutir su relevancia en cuanto a sus conexiones con el NI. En 
particular, las áreas prelímbica (PL), infralímbica, cingular y retrosplénica que se 
corresponden con la denominada circunvolución límbica, proyectan a NI (Goto et al., 
2001; Zilles and Amunts, 2009).  
En el presente trabajo además observamos la presencia de marcaje retrógrado 
en el área infralímbica (IL), que no había sido citada anteriormente. La corteza 
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prefrontal (CPF) está implicada en procesos cognitivos, como la memoria operativa o 
de trabajo, las funciones ejecutivas, la toma de decisiones, la planificación del 
comportamiento y el procesamiento de señales emocionales (Damasio et al., 1994; 
Duncan and Owen, 2000; Nee and D'Esposito, 2016). La CPF medial (CPFm) comprende 
las cortezas cingulada anterior (áreas de Brodmann 9 y 24b), corteza PL (área de 
Brodmann 32) y corteza IL (área de Brodmann 25) y son áreas con clara homología 
entre primates y ratas.  
Las conexiones del PL e IL se extienden hasta núcleos subcorticales entre los 
que destacan las proyecciones hasta la amígdala basolateral y la sustancia gris 
periacueductal (Robbins, 2000), que participan en el Sistema Activador Reticular 
Ascendente (SARA) (Saper et al., 2001). De estas proyecciones destacamos la 
reciprocidad existente entre los núcleos de la formación reticular e hipotálamo, que 
participan en la vigilia, atención y generación de respuestas emocionales, relación con 
el estrés y su posible influencia en respuestas hormonales (Hazell et al., 2012; 
Sivukhina and Jirikowski, 2016).  
El área PL es un lugar de convergencia de proyecciones procedentes del 
hipocampo, el núcleo amigdalino, la corteza entorrinal y el área IL (Gilmartin et al., 
2014; Lopez-Ramos et al., 2015) y por ello se le identifica como uno de los principales 
gestores de las funciones límbicas dentro de la corteza prefrontal (Groenewegen and 
Uylings, 2000).A partir del patrón de proyecciones de la zona PL e IL (Vertes, 2004), se 
deduce que PL participaría más en las funciones límbico-cognitivas y la IL en funciones 
autónoma/visceromotora (Terreberry and Neafsey, 1983). Estas áreas están implicadas 
en la extinción del miedo condicionado (Quirk, 2002; Sierra-Mercado et al., 2011) pero 
de forma antagónica en la recuperación de las memorias de extinción (Quirk et al., 
2000; Quirk et al., 2003; Quirk and Beer, 2006)(merged).  
La información procesada por la CPFm (prelímbico e infralímbico) es 
transmitida a las estructuras subcorticales: los ganglios basales, al tálamo, al 
hipotálamo (en particular núcleo lateral hipotalámico, que participa en funciones de 
alerta y estrés,(Leichnetz and Astruc, 1975; Leichnetz and Astruc, 1976; Sesack et al., 
1989));  a la habénula (una estructura con la que no presenta proyecciones recíprocas), 
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a los núcleos aminérgicos del mesencéfalo, la amígdala y al hipocampo (Berendse and 
Groenewegen, 1991; Groenewegen et al., 1997; Groenewegen and Uylings, 2000). Así 
pues, la CPFm no sólo controla las respuestas vegetativas, sino que también controla la 
propia función cortical a través de su acción sobre estos sistemas (Saper, 2000; Floyd 
et al., 2001). 
Existen importantes conexiones bilaterales y recíprocas entre CPFm y NI (Goto 
et al., 2001; Olucha-Bordonau et al., 2003), lo cual podría guardar también relación con 
el papel de éste último en la extinción del miedo condicionado (Pereira et al., 2013). El 
hecho de que, al igual que con otros sistemas, la proyección es recíproca indica que la 
retroalimentación mutua entre los sistemas es la forma básica de procesamiento de la 
información entre estos centros. En el caso de la CPFm y NI, las relaciones mutuas 
entre los núcleos podrían implicar la ansiedad y estrés. El NI es uno de los núcleos con 
una mayor densidad de receptores de CRF y más del 98% de las células del NI que 
proyectan al el CPFm expresan el receptor de CRF1 (Farooq et al., 2013). Infusiones 
directas de CRF sobre el NI así como la estimulación eléctrica del NI, reducían la 
actividad espontánea de las neuronas del CPFm (Farooq et al., 2013). Dado que el 
CPFm está implicado en procesos cognitivos, es posible que éstos se vean afectados 
por la infusión de CRF o la estimulación eléctrica del NI. Datos que sostienen esta 
hipótesis muestran como la estimulación eléctrica y la infusión de CRF en el NI 
deteriora el LTP producido en la vía HPC-CPFm (Farooq et al., 2013). Por otro lado, en 
la recuperación de los procesos de memoria (retrieval), las neuronas piramidales de la 
CPFm pasan de una actividad espontánea no rítmica a una actividad rítmica (Rajkumar 
et al., 2016). El sistema de proyecciones recíprocas NI-CPFm bien directamente o bien 
a través del septum y el hipocampo podrían estar implicado esta ritmicidad (Rajkumar 
et al., 2016). Es de particular relevancia el hecho de que una de las proyecciones de la 
CPFm sea la sustancia gris periacueductal (PAG) (Keay et al., 1994), otro de los centros 
que contiene neuronas que expresan relaxin3 (Tanaka et al., 2013). 
4.5.2 Cuerpos mamilares 
En el presente estudio se ha observado que la inyección de trazador retrógrado 
en el núcleo incertus resulta en marcaje neuronal en los cuerpos mamilares, este 
resultado coincide con el obtenido en otro trabajo similar (Goto et al., 2001). No 
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obstante, esta vía no ha sido comprobada mediante inyecciones de marcador 
anterógrado en los cuerpos mamilares. 
Los cuerpos mamilares, especialmente el núcleo supramamilar ha resultado ser 
una diana común a todas las estructuras que proyectan al núcleo incertus y que se han 
analizado en el presente trabajo, apareciendo marcaje anterógrado cuando las 
inyecciones abarcaban el septum medial, el triangular septal y septofimbrial, área 
lateral preóptica, habénula y núcleos interpedunculares. Por ello, se considera un 
elemento clave de este sistema de proyecciones. 
La lesión de los cuerpos mamilares resulta en el deterioro de la capacidad para 
ejecutar correctamente el test de alternancia espontánea que requiere una actitud 
más proactiva del animal (Aggleton et al., 1995). 
Los cuerpos mamilares también constituyen un elemento clave en la 
generación y mantenimiento de la sincronía theta hipocámpica (Vertes and Kocsis, 
1997). La manipulación de los núcleos supramamilares resulta en la alteración de la 
frecuencia del ritmo theta de modo que su lesión reduce la frecuencia (McNaughton et 
al., 1995; Pan and McNaughton, 1997).  
El circuito canónico para los cuerpos mamilares ha sido habitualmente 
referenciado como parte del circuito de Papez (Papez, 1995). Sin embargo, el concepto 
de su posición dentro del circuito ha sufrido modificaciones en la medida en la que las 
técnicas de análisis de conexiones han perfilado más pormenorizadamente el patrón 
de proyecciones. Originalmente, los cuerpos mamilares recibían proyecciones del 
hipocampo y proyectaban a los núcleos anteriores talámicos que a su vez devolvían las 
conexiones al hipocampo a través del girus cingular. Posteriormente, se ha enfatizado 
el componente mamilo-tegmental con proyecciones fundamentalmente a los núcleos 
dorsal tegmental y laterodorsal tegmental (Hayakawa and Zyo, 1989; Hayakawa and 
Zyo, 1990). Además, los cuerpos mamilares reciben proyecciones, una parte de ellas 
colinérgicas, desde el septum medial y desde el laterodorsal tegmental (Gonzalo-Ruiz 
et al., 1999). El sistema de proyecciones descendentes también se ha caracterizado 
desde el área entorrinal al septum y desde el septum a los cuerpos mamilares, esta vía 
ha sido caracterizada como parte del sistema asociado a la calretinina (Leranth et al., 
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1999). Del mismo modo, nuestro grupo ha demostrado que la vía descendente desde 
el septum al núcleo incertus está asociado también a la calretinina (Sanchez-Perez et 
al., 2014).  
4.6 Esquema general de las conexiones que ligan las estructuras 
denominadas límbicas con el núcleo incertus. 
Los modelos básicos de organización del cerebro emocional han seguido los 
esquemas propuestos en primer lugar por Papez(Papez, 1995) y McLean (MacLean, 
1949) y posteriormente sobre estos esquemas también se consideró la implicación de 
la amígdala en procesos emocionales (LeDoux. E., 1996). Frente a ellos, el esquema 
que subyace del presente estudio es un modelo de conexiones en red (figura 4.5). 
Estos esquemas establecen un modelo funcional según el cual las estructuras 
telencefálicas (hipocampo, amígdala y corteza prefrontal) tendrían el papel ejecutor en 
la percepción y respuesta emocionales, mientras que las estructuras subcorticales 
(septum, mamilares, habénula y rafe) tendrían un papel modulador sobre las 
estructuras telencefálicas (“superiores”). Sobre este esquema se añadió el núcleo 
incertus (Goto et al., 2001; Olucha-Bordonau et al., 2009) con un papel modulador 
sobre las estructuras telencefálicas.  
 
 
Figura 4.5. Esquema global del circuito de conexiones que pone en contacto septum, LPO, habénula, 




El esquema sobre el que se ha estado trabajando ha sido fundamentalmente un 
esquema circular. Sin embargo, los datos aportados en el presente trabajo hacen 
vislumbrar que el esquema de flujo de información deja el modelo circular o 
unidireccional por un flujo en red en el que la mayor parte de estructuras, si no todas, 
están conectadas recíprocamente (figura 4.5). En este sentido, se hipotetiza que la 
función global del sistema debe emerger de la coherencia del conjunto más que por los 
eslabones aislados del sistema, siguiendo el esquema de Nerad (Nerad and 
McNaughton, 2006).  
Una consecuencia estructural de la funcionalidad del sistema es el desarrollo de 
actividad sincrónica en las neuronas hipocámpicas que resulta en el ritmo theta. Esta 
actividad aparece en procesos que resultan en distintos tipos de comportamiento que 
implican actividad locomotora, mecanismos de atención y memoria y están presentes 
en el estado de vigilia y en la fase REM del sueño (Hasselmo, 2005). 
Las estructuras implicadas en esta red de conexiones recíprocas han sido 
asociadas a comportamientos tan diversos como la adquisición de memoria, la 
emoción, el sueño, la conducta social, el estrés, la ingesta de alimentos, las conductas 
adictivas o la locomoción. Todos estos elementos de comportamiento comparten la 
misma red neuronal de la que salen los distintos tipos de respuesta frente a los 
requerimientos del medio.  
El sistema de conexiones recíprocas, que se vislumbra en el presente trabajo, 
entre los componentes de este sistema podría subyacer al modo en el cual el sistema 























1.- Mediante el uso del marcador retrógrado fluorogold, se demuestra la 
existencia de proyecciones descendentes al núcleo incertus desde las cortezas 
prefrontal y fornical, el área lateral hipotalámica, el área anterior hipotalámica, la 
amígdala medial, el área medial preóptica, el núcleo de la estría terminal, el área 
perifornical, los núcleos supramamilares, la zona incerta, la habénula, los núcleos 
interpedunculares y la sustancia nigra.  
2.- Mediante el uso de marcador anterógrado, el presente trabajo confirma las  
proyecciones descendentes al núcleo incertus desde los núcleos interpedunculares, la 
división medial de la habénula lateral, el área lateral preóptica, septum medial y 
septum posterior. 
3.- Las proyecciones desde los núcleos interpedunculares sobre el núcleo 
incertus se originan en el subnúcleo lateral de la división caudal y, aunque no de forma 
tan intensa, en las divisiones caudal y rostral. Los núcleos interpedunculares también 
proyectan al septum lateral, el septum medial, la banda diagonal de broca, la habénula 
lateral, el área lateral preóptica, y los núcleos mamilares, áreas que a su vez reciben 
proyecciones del núcleo incertus. 
4.- Las proyecciones desde la habénula al núcleo incertus se originan en la 
división medial del núcleo lateral. Las proyecciones desde la habénula también 
contactan con el septum medial, la banda diagonal de broca, el núcleo septofimbrial, el 
área lateral hipotalámica, el núcleo supramamilar, el mamilar medial y los núcleos 
interpedunculares, áreas que a su vez reciben proyecciones desde el núcleo incertus. 
5.- El área lateral preóptica envía proyecciones que hacen contacto sináptico 
con neuronas del núcleo incertus. El área lateral preóptica también proyecta al septum 
lateral, el septum medial, la banda diagonal de broca, el núcleo triangular septal, el 
núcleo septofimbrial, la habénula lateral y los núcleos mamilar medial y lateral, áreas 
que a su vez reciben proyecciones desde el núcleo incertus. 
6.- El septum mantiene conexiones recíprocas con el núcleo incertus. La 
proyección descendente se origina en neuronas calretinin positivas de la parte 
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horizontal de la banda diagonal, núcleo triangular septal y núcleo septofimbrial. El 
Marcaje anterógrado desde inyecciones en estas áreas co-localizan con sinaptofisina 
en el núcleo incertus indicando la existencia de una relación sináptica entre estas 
áreas. 
7.- Las conexiones recíprocas septum-incertus  no son simétricas dado que las 
proyecciones del núcleo incertus sobre el septum son masivas, mientras que las del 
septum sobre el núcleo incertus tienen un carácter más limitado. 
8.- Las proyecciones descendentes desde MS/HDB y el septum posterior hasta 
el NI, podrían representar el sustrato neural para la retroalimentación de las 
proyecciones ascendentes desde el NI hasta MS/HDB y el hipocampo que regulan el 
ritmo theta hipocámpico. 
9.- El núcleo supramamilar ocupa un nodo central en las conexiones del sistema 
ya que recibe proyecciones de todas las estructuras estudiadas que proyectan también 
al núcleo incertus y a su vez envía proyecciones al núcleo incertus, al septum y al 
hipocampo. 
10. El núcleo incertus forma parte de un sistema de proyecciones en el que la 
forma básica de organización son las conexiones recíprocas. Todas las estructuras en 
las que se ha observado marcaje retrógrado tras inyección del trazador fluorogold en 
el núcleo incertus han sido descritas como receptoras de sus proyecciones. 
11. Dos funciones principales han sido atribuidas al núcleo incertus, un papel 
inductor de ingesta y un papel modulador del ritmo theta. En el desempeño de esas 
funciones las conexiones ascendentes han tenido una consideración particular 
destacando las proyecciones sobre el hipotálamo en la función de ingesta y la 
proyección sobre el eje supramamilar-septum-hipocampo en el ritmo theta. Según los 
datos aportados en el presente estudio los sistemas de conexiones envueltos en las 
dos funciones estarían mutuamente imbricados de modo que las funciones cognitivas, 
emocionales y metabólicas asociados a ambas funciones serían posibles gracias a un 
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